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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

SPR-Sensorflachentrager 

Beschrleben wird ein SPR-Sensorflachentrager mit ei- 
ner Vielzahl von SPR-Sensorflachen (100), welche auf ei- 
nem Substrat (4, 5) parallel in einer Ebene angeordnet 
sind, wobei Strahlung zur Anregung von Oberflachen- 
plasmonen durch das Substrat (4, 5) gefuhrt werden 
kann, urn von den SPR>Sensorflachen reflektiert zu wer- 
den, Trennmittein (105) zur Trennung der einzelnen SPR- 
Sensorflachen von den jeweils benachbarten SPR-Sen- 
sorbereichen, wobei die Trennmittel fur jede SPR-Sensor- 
flache eine jeweilige Kavitat bilden, und einer Vielzahl von 
Messbereichen (110), wobei ein Messbereich jeweils ein 
Oder mehr SPR-Sensorflachen umfasst, und mindestens 
ein Messbereich von einenn Isolierbereich (120) umgeben 
ist, welcher keine Trennmittel (105) umfasst und ausgebil- 
det ist ein Dichtungselement (130) aufzunehmen, um zu- 
sammen mit einem auf den Messbereich aufsetzenden 
Volumenelement (11) einen gegenuber benachbarten 
Messbereichen isolierten Raum Ober dem mindestens ei- 
nen Messbereich zu bilden. 
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Beschreibung 



[0001] Die vorliegende Anineldung beirifft einen SPR- 
Sensorflachenirager (SPR = Surface Plasmon Resonance, 
d. h. Oberfiachenplasmonenresonanz) mil den Merkmalen 
des Oberbegriffs des Paienianspruchs 1. Ein soicher SPR- 
Sensorflachenlrager isl zum Beispiel aus WO 01/63256 Al 
bekannt. Die vorliegende Anmeldung belriff! weilerhin ein 
Verfahren zur Hersiellung eines solchen SPR-Sensorfla- 
cheniragers, sowic eine Messeinrichtung, welche einen sol- 
chen SPR-Sensorflachentrager enthalt. 
[0002] Beireffend eine allgemeine Darstellung des techni- 
schen Hintergrunds der SPR-Speklroskopie wird auf die 
oben erwahnte WO 01/63256 Al hingewiesen, deren Inhalt 
hiemiit durch Bezugnahine voUkomnien in den Offenba- 
rungsgehalt der vorliegenden Anmeldung ubemominen 
wird. 

[0003] In WO 01/63256 wird ein strukturicrtcr SPR-Scn- 
sorflachentrager beschrieben, welcher aus eineni Glassub- 
siral besiehi. auf dem eine Vielzalil von SPR-Sensorflachen 
in cincn! in ciner Ebene liegenden zweidimensionalen Ra- 
ster angcordncl sind, wobei Slrahlung zur Anregung von 
Obcrlliichcnplasiuonen durch das Subsiral gefuhri wird. 
libcnsi> sind lYcnnmitiel vorgesehen, uni die einzelnen 
SPK-Scnsorlliichai von den jeweils benachbanen SPR-Sen- 
sorlliichon /.u ircnncn. Die Sensorflachen werden z. B. durch 
cine CJoldschichi juf dem Subsiral gebildet, und die Trenn- 
luiiicl /. H. (lurch einen Lack oder Silizium auf dem Sub- 
siral, so dass iiH Hereich der Trennmittel keine Oberflachen- 
plasnioncnresonan/. auflritt. Ebenso sind geniaB eines ge- 
/.eigien Bcispiels die Trennmittel gegeniiber den SPR-Sen- 
sorllachen erhabon, so dass die Trennmitiel fur jede SPR- 
Scnsorfliichc cine jcweihge Kavitat bilden. 
10004] Der beschriebene SPR-Sensorflachenirager schaffi 
ein Miuel zur gleichzeitigen Ausniessung einer Vielzahl von 
Sensorflachen. Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist die 
Vcrbesserung eines solchen SPR-Sensorflachentragers. 
10005] Diese Aufgabe wird durch das Kennzeichen des 
Paienianspruchs 1 gelosU sowie durch das Verfahren nach 
Paienianspruch 13 und die Messeinrichiung nach Paienian- 
spmch 24. Vbneilhafie Ausgestaltungen werden in den ab- 
hangigen Palenlanspruchen beschrieben. 
[0006] ErfindungsgemaB ist der SPR-Sensorflachentrager 
in eine Vielzahl von Messbereichen aufgeleill, wobei ein 
Messbereich jeweils ein oder mehr (z. B. vier) SPR-Sensor- 
flachen umfassu und mindestens einer dieser Messbereiche 
von einein Isolierbereich umgeben isi, welcher keine Trenn- 
mitiel umfassu und ausgebildei isi ein Dichiungselemeni 
aufzunehiiien, um zusammen mit einem auf den Messbe- 
reich aufzusetzenden Volumenelement einen gegeniiber be- 
nachbanen Messbereichen isolierten Raum iiber diesem ge- 
gebenen Messbereich zu bilden. 

[0007] Mit der Erfindung wird ein SPR- Sensorflachenlra- 
ger geschaffen, welcher die Moglichkeii gibu uber einem 
Oder mehreren Messbereichen ein Volumen zu schaffen, 
welches von benachbanen Messbereichen i soli en isi, um 
beispielsweise direki auf dem SPR-Sensorflachenlrager 
weilere Messungen an Proben vorzunehmen, die sich auf 
den jeweiligen SPR-Sensorflachen befinden. 
[0008] Bei dem SPR-Sensorflachenlrager nach 
WO 01/63256 Al isi zwar eine Anordnung gegeben, bei 
welcher iiber jeder SPR-Sensorflache eine Kavilai gebildei 
isu in welcher eine geringe Flussigkeilsmenge gehalten wer- 
den kann, diese Menge isi jedoch sehr begrenzu und im all- 
gcmcincn ungccigncu um wcitcrgchcndc Analyscn vorzu- 
nehmen, z. B. Viren zu vermehren, welche an einem auf ei- 
ner SPR-Sensorflache angebrachten Liganden gebunden 
wurden, wobei die Bindung niiliels SPR fesigesiellt wurde. 



MiiHilfeder vorliegenden Erfindung isles moglich, ein Vo- 
lumenelement auf den SPR-Sensorflachenlrager zu setzen, 
so dass uber einem oder mehr Messbereichen jeweilige Vo- 
lumina enLstehen, welche ausreichend groB sind, um ge- 
5 wiinschie weilere Messungen und Analysen vorzunehmen. 
Dies schaft't den bedeutenden Vorteil, dass solche weiteren 
Mess- und Analyseschriile direki auf dem SPR-Sensorfla- 
chentrager siallfinden konnen, was die Durchfuhrung der 
Messungen stark vereinfachi und den apparaiiven Gesamt- 
10 aufwand verringerU da keine geurennten Messvolumina vor- 
gesehen werden miissen. 

[00091 Weilere Vorteile und Aspekle der vorliegenden Er- 
findung werden aus der folgenden ausfuhrlichen Beschrei- 
bung von bevorzugten Ausfuhrungen besser verstandlich, 
15 welche Bezug nehmen auf die Figuren, bei welchen 

[0010] Fig. la-lc Perspektivansichten von erfindungsge- 
maBen SPR-Sensorflachenu-agem zeigen; 
[0011] Fig. 2 cine gcschnittcnc Pcrspcktivansicht und ei- 
nen vergroBenen Abschnitt eines erfindungsgemaBen SPR- 
20 Sensorflachentragers und eines Volumenelemenis zeigi; und 
[0012] Fig. 3 eine Schniitansichl und eine Perspeklivan- 
sicht eines Messbereichs und zugehorigen Dichtungsele- 
menis zeigt. 

[0013] In Fig. la ist eine erste Ausfuhrung der Erfindung 
25 gezeigU bei welcher eine Vielzahl von Messbereichen 110, 
welche in dem gezeigien Beispiel jeweils vier SPR-Sensor- 
flachen 100 umfassen, auf einem Prisma 4 angeordnel sind, 
welches in diesem Beispiel als Subsu^t des SPR-Sensorfla- 
chentragers dient. Ebenfalls abgebildei isl eine Kiivettenum- 
30 randung 9, welche vorzugsweise um die Gesamtanordnung 
von Messbereichen 110 angebrachl isl. Ebenfalls abgebildei 
ist ein Lichtstrahl 6, welcher durch das Prisma 4 (den SPR- 
Sensorflachentrager) gefiihri wird, um eine Oberflachen- 
plasmonenresonanz in den SPR-Sensorflachen 100 anzure- 
35 gen. 

[0014] Fig. lb zeigt eine weilere Ausfuhrung der Erfin- 
dung, bei welcher ein platlenfomiiges Subsiral 5 die SPR- 
Sensorflachen 100 und die Messbereiche 110 tragi. Ahnlich 
wie in der Ausfuhrung der Fig. la ist auch eine Kiivettenum- 
40 randung 9 vorgesehen. Um mit diesem SPR-Sensorflachen- 
uager eine Messung durchzufiihren, wird dieser auf eine 
Oberflache 7 eines Prismas 4 aufgebracht, so dass Licht (all- 
gemeiner: SPRanregende Slrahlung) 6 durch das Prisma 4 
und die Platte 5 zu den SPR-Sensorflachen 100 gefuhri wer- 
45 den kann. Vorzugsweise geschiehi dies durch Einsatz einer 
Indexflussigkeit 8 zwischen dem Prisma 4 und der Platte 5, 
damil das unier SPR-Bedingungen eingesu-ahlte Licht 6 
nicht an der Grenzflache der Oberflache 7 am Luftspali vor 
der Platte 5 reflektiert wird. Somil dringt das Licht durch die 
50 Indexflussigkeit 8 in den dariiber befindlichen lichtdurchlas- 
sigen Probenlrager 5 ein und wird erst an der mit SPR-fahi- 
gem Material beschichteten Seite der SPR-Sensorflaclien 
100 reflektiert. Ein Beispiel fiir eine Indexflussigkeit ist Ol- 
saure oder eine Olsaure enthaltende Mischung, 
55 [0015] Als Material fur das Prisma 4 bzw. die Platte 5 
kommi jedes fur SPR-t"ahige Su-ahlung transparenie Mate- 
rial in Frage, auf dem ein SPR-fahiges Material in den SPR- 
Sensorflachen 100 aufgebracht werden kann. Zum Beispiel 
kann das Subsiral 4 oder 5 aus (Uas beslehen. und die SPR- 
6d Sensorflachen konnen durch eine Metallbeschichiung gebil- 
dei sein, insbesondere durch eine Goldschichi. 
[0016] Wie in den Fig. la bis Ic abgebildei, wird bevor- 
zugi, dass die Messbereiche 110 in zwei Dimensionen adres- 
sierbar sind. Der Begriff "adressierbar" bedeutei in diesem 
65 Zusammcnhang, dass cinzclnc Messbereiche mitlcls cincr 
enisprechenden Identifizierung bzw. Adresse voneinander 
unterschieden werden konnen, so dass demenisprechend 
auch damil in Beziehung stehende Proben adressiert werden 
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konnen. Dies schafft den Voneil, dass eine sehr groBe Zalil 
von Messbereichen 110 gleichzeitig belichtei und ausgewer- 
lei werden konnen. Es ist jedoch innerhalb des Umfangs der 
Rrfindung auch moglich, die Messbereiche in einer Dimen- 
sion adressierbar anzuordnen. 

[0017] Es wird besonders bevorzugu dass die Messberei- 
che 110 in einem kartesischen Raster angeordnet sind, wie 
in Fig. 1 abgebildei, wobei die Adressierbarkeii dann am 
einfachsien durch kariesische Koordinaien gegeben isi. Die 
vorliegende Erfindung isl jedoch keinesfalls darauf be- 
schrankl, und die Messbereiche konnen in eineni beliebigen 
Raster oder auch vollkominen ungeordnet verieili sein, und 
konnen unabhangig von ihrer speziellen Anordnung nach 
beliebigen Koordinaien (z. B, nach Polarkoordinaten) adres- 
siert werden. 

[0018] Nun wird unier Bezugnahiiie auf Fig. 3 ausfuhrli- 
cher die Sirukiur eines einzelnen, beispielhafien Messbe- 
rcichs 110 und cincs zugchorigcn Isolicrbcrcichs 120 bc- 
schrieben. In Fig, 3 unien isl schemalisch der Trager 5 ge- 
zeigL auf deiu sich eine Goldschichl 51 befindet. Der Ein- 
fachheil. halber isl nur ein Messbereich 110 abgebildei. Der 
Messbereich 110 uinfassi in dem gezeiglen Beispiel vier 
SPR-Sensorflachen 100. Es sei jedoch bemerkt, dass ein 
Messbereich auch nichr oder weniger SPR-Sensorflachen 
100 unifassen kann. Der Messbereich 110 wird durch geeig- 
neie Trennniiliel 105 (wolur Beispiele spiiter beschrieben 
sind) gebildei, welchc wie in Fig. 3 oben in Schniilansicht 
dargelegu auf dem Trager 5 aufgebrachi sind. und die Gold- 
schichl 51 von Trager irennen, so dass SPR-Sensorflachen 
100 gebildei werden, in welchen die Goldschichl auf dem 
Trager 5 aufgebrachi isl (nioglichenveise mil. einer dazwi- 
schenliegenden Schichi zur Hafiungsvemiiiilung zwischen 
der Goldscliichi 51 und dein Tniger 5) und Trennniitielberei- 
chc, bei welchen die Trcnnniitiel 105 auf dem Trager bzw. 



sind. 

[0022] Es ist jedoch ebenfalls moglich, dass der Isolierbe- 
reich 120 an der dem Substrai 5 abgewandien Oberflache 
anders beschaffen isl ak die SPR-Sensorflachen 100. Zum 
5 Beispiel kann ein Isolierbereich 120 durch cine freiliegende 
Subsiraioberflache gebildei sein. Als weilere Aliemalive isi 
es nioglich, dass ein Isolierbereich 120 an seiner Oberflache 
eine dichlungsfordemde Schichi aufweisu welche aus einem 
auf die Dichiungselenienie 130 abgesiinunies Maierial be- 
10 slehU z. B. Silikon. Diese dichlungsfordemde Schichi kann 
auf jede gewiinschie oder prakiische Arl. aufgebrachi wer- 
den, z. B. mittels einer Maske, mitiels eines Roboters, der 
die einzelnen Isolierbereiche ansieueri, oder auch von Hand. 
[0023] GemaB einer bevorzugien Ausfuhrung sind die 
15 Trennraiiiel 105 nichi. nur gegeniiber dem SPR-Sensorberei- 
chen erhaben, um somil jeweilige Kaviialen an den SPR- 
Sensorflachen zu bilden, sondem auch gegenuber dem Iso- 
lierbereich 120, wic in Fig. 3 abgebildei. Somil isl cs bei gc- 
eigneier Dimensionierung des IsoHerbereichs 120 und des 
20 Dichiungselemenis 130 moglich, dass die Trennmiuel 105, 
welche den Umfang des Messbereichs 110 bilden, als Fuh- 
rung fiir das Dichtungselement 130 dienen. Daniil. wird die 
Plaizierung der Dichiungselemenie 130 erleichleri. 
[0024] Wie es in Fig. 3 abgebildei isl, sind die Messberei- 
25 che 110 und die zugehorigen Dichiungselemenie 130 bevor- 
zugi rund oder oval ausgebildel. Es sei jedoch bemerkt, dass 
die Erfindung auf beliebige geonieirische Foniien des Au- 
Benumfangs von Messbereichen und Dichlungselemenlen 
angewendel werden kann. 
30 [0025] In Fig* 3 isi ein einzelnen Messbereich 110 mil zu- 
gehorigem Isolierbereich 120 gezeigi. Obwohl es grundsalz- 
lich moglich ist, dass eine Vielzahl von Messbereichen vor- 
gesehen wird (wie in Fig. 1 gezeigt), und nur einer oder ei- 
nige wenige dieser Messbereiche von zugehorigen Isolier- 



Substral 5 (ebenfalls nioglichenveise mil einer haftungsver- 35 bereichen umgeben werden, wird bevorzugt, dass jeder der 



milielnden Zwischenschichi) aufgebrachi sind. Somil, wenn 
Lichi von unlen durch den Trager 5 auf die obere Oberflache 
aufl-rifti, kann in den SPR-Sensorflachen 100 bei geeignelen 
Winkel- und Wellenlangenbedingungen der eingeslrahllen 
~SPR-Strahlung einer Oberflachenresonanz aufireien, wah- 
rend die Trennmiuel so beschaffen sind, dass dort keine 
Oberflachenresonanz aufirili, so dass die SPR-Sensorfla- 
chen durch die Slrukiurierung der Oberflache des Tragers 5 
klar voneinander geircnnt sind 



Vielzahl von Messbereichen 110 eines gegebenen SPR-Sen- 
sorflachenlragers von eineni zugehorigen Isolierbereich 120 
umgeben wird. Damit erreichi man den Vbrieil, dass durch 
Aufseizen eines enisprechenden Dichtungselements und Vo- 
40 lumenelements iiber jedeni behebigen Messbereich 110 ein 
Volumen gebildei werden kann, um weilere Messungen und 
Analysen vorzunehmen. 

[0026] Nun wird ein Verfahren zur Hersiellung eines SPR- 
Sensorflachentragers nach den oben beschriebenen Ausfuh- 



[0019] ErfindungsgemaB wird der gezeigie Messbereich 45 rungen dargelegt. Vorzugsweise geschieht dies durch Bilden 



110 von eineni Isolierbereich 120 umgeben. Der Isolierbe- 
reich 120 isl ausgebildel ein Dichiungselement 130 aufzu- 
nehnien, um zusammen mil einem auf dem gezeiglen Mess- 
bereich 110 aufzuseizenden Volumenelemeni 11 (siehe Fig. 
3 oben) einen isolierlen Raum iiber diesen Messbereich zu 
bilden. 

[0020] Man erkenni, dass der Isolierbereich 120 keine 
Trennmiuel 105 umfassl. Damil isi sichergeslellt, dass eine 
gute Abdichtung durch das Dichiungselemeni 130 erfolgen 
kann. 

[0021] Vorzugsweise isi der IsoHerbereich 120 an der dem 
Subsiral 5 abgewandien Oberflache gleich beschaffen wie 
die SPR-Sensorflachen. Dies isl in Fig. 3 oben erkennbar, da 
sowohl die S PR-Sen sorfl ache als auch der Isolierbereich 
120 die Goldflache 51 praseniieren. GemaB einer bevorzug- 
ien Ausfuhrungsfonii sind nichl nur die Oberflachen gleich 
beschaffen, sondern die SPR-Sensorflachen und Isolierbe- 
reiche sind insgesaml gleich beschaffen, d. h. weisen die 
gleiche Schichifolge voin Subsirai 5 bis zur Oberflache auf. 
In andcrcn Wortcn, vorzugsweise werden die SPR-Sensor- 
flachen 100 und die Isolierbereiche 120 durch dieselben 
Verfahrensschrilie hergesiellt. so dass keine gesonderien 
Verfahrensschrilie zur jeweiligen Hersiellung noiwendig 



bzw. Aufbringen der Trennmiuel 105 auf dem jeweiligen 
Substrat, z. B. der PlaUe 5 oder dem Prisma 4, so dass zwi- 
schen den Trennmiueln 105 freie Bereiche enisiehen, wel- 
che SPR-Sensorflachen 110 und Isolierbereiche 120 definie- 
ren, und danach Aufbringen eines S PR- geeignelen Materi- 
als zumindesi in den freien Bereichen, welche SPR-Sensor- 
flachen 100 definieren. 

[0027] Wird das SPR-geeigneie Maierial (z. B, Gold) nur 
in den freien Bereichen aufgebrachi, welche SPR-Sensorfla- 
chen definieren, dann enlsieht ein SPR-Sensorflachenirager, 
bei dem die Isolierbereiche durch das freiliegende Subsixai 
bzw. die direkt unter der Goldschichl liegende Schichi ge- 
kennzeichnet sind. Wird das SPR-geeignete Material auch 
in den freien Bereichen aufgebrachi. welche Isolierbereiche 
definieren, so enlsiehl ein SPR-Sensorflachenirager, wie er 
in Fig. 3 abgebildei isi, namhch bei welche ni die SPR-ge- 
eigneie Schichi sowohl in den SPR-Sensorflachen 100 als 
auch in den Isolierbereichen 120 praseniierl wird. 
10028] Als erganzenden Schriii, egal ob das SPR-geeig- 
65 ncic Material auf die Isolierbereiche aufgebrachi wurdc oder 
nichl, kann eine dichlungsfordemde Schichi (z. B. Silikon) 
auf den Isolierbereichen angebracht werden. 
[0029] Der Schriu zur Bildung der Trennmiuel 105 kann 



50 



55 



60 
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z. B. durchgefuhri werden durch Aufbringen eines Polymers 
auf der Oberflache des Substrals 4 oder 5. Vorzugsweise um- 
fasst dies die SchriUe des Aufbringens eines photostrukiu- 
rierbaren Polymers auf der gesamlen Oberflache des Sub- 
strals 4 Oder 5, das Belichten der aufgebrachten Pol> nier- 
schichi mil einer Maske, welche Bereiche definiert, die zu 
den Trennniilteln 105 gehoren, Bereiche, die zu den SPR- 
Sensorflachen 100 gehoren, und Bereiche, die zu den Iso- 
lierbereichen 120 gehOren, und das Bearbeiien der belichie- 
ten Polynierschichl, um in den Bereichen, die zu den SPR- 
Sensorflachen 100 und den Isolierbereichen 120 gehoren, 
die Subsiratoberflache freizulegen. 

[0030] Eine Alternative bei der Aufbringung eines Poly- 
mers fiir die Trennniittel ist das Aufbringen eines Polymers 
auf der Oberflache des Substrals 4 oder 5 in einem zwei-di- 
mensionalen Raster, das die Trennmirtel 105, die SPR-Sen- 
sorflachen 100 und die Isolierbereiche 120 definien, und das 
Aushartcn des Polymers. Bci dicscr Altcmaiivc wird das 
Polymer vorzugsweise mitiels einer Siebdrucktechnik auf- 
gebracht. 

foOSl] Als Aliernalive zur Bildung der Trennmiuel durch 
ein Polymer, konnen die Trennmiuel auch durch eine sXmk- 
turierbare Siliziumschicht gebildet werden. 
[0032] Bei alien oben dargelegien Herstellungsverfahren 
geschieht der Schriu zur Aufbringung des SPR-geeigneten 
Materials vorzugsweise durch Abscheiden eines Metalls, 
wobei nioglicherweise vor der Abscheidung des Mel alls 
eine haftungsvennittelnde Schicht aufgebracht wird. Beson- 
ders bevorzugl wird, dass das Metall auf der gesamlen Ober- 
flache des strukiurierten Substrals aufgedampfl wird, so 
dass es dann auch die Trennmiuel bedecku wie in Fig, 3 
oben schematisch dargesiellt. 

[0033] Wie bereits beschrieben, ist der SPR-Sensorfla- 
chentrager nach der Erfindung so ausgebildet, dass der Iso- 
lierbereich 120 ein Dichtungselement 130 aufnehmen kann, 
um zusammen mil einem Volumenelement 11 einen isolier- 
len Raum uber dem Messbereich zu bilden. Das Volumen- 
element 11 kann auf jede geeignete oder gewunschte An 
und Weise bereitgesteill werden, z. B. als zylindrisches Ein- 
zelelement, welches mit einem einzelnen Dichtungselement 
130 verbunden wird. Vorzugsweise werden Jedoch mehrere 
Volumenelemente 11 als Teil eines Volumenelemenitragers 
10 vorgesehen, wie z. B. in Fig. 2 gezeigt. Genauer gesagt 
zeigt Fig- 2 eine Messeinrichtung, welche aus einem SPR- 
Sensorflachentrager 5 und einem Volumenelementlrager 10 45 
bestehi, die so miteinander wechselwirken, dass iiberden je- 
weihgen Messbereichen 110 Raume gebildet sind. 
[0034] Obwohl es moglich isi, dass die einzelnen Volu- 
menelemente losbare Bestandleile eines Volumenelemeni- 
tragers 10 sind, wird bevorzugl, dass der Volumenelemenl- 
trager 10 ein Korper isl, in dem die Volumenelemente 11 als 
Bohmngen bzw. Ausnehmungen gebildet sind. Der Volu- 
menelemenurager 10 kann z. B. durch spanende Bearbei- 
tung (z. B. Frasen oder Bohren) hergestellt werden, aus ei- 
nem Kunsistoff (z. B. Teflon) oder Metall (z. B. Alumi- 
nium). Als alternative KunsistoflTe kommen Thermoplaste 
(z. B. Polystyrol oder Polypropylen) in Frage, auch wenn 
sich diese fur eine spanende Bearbeitung weniger eignen als 
z. B. metallische Werksloffe. Neben der spanenden Bearbei- 
tung eines Maierialblocks kann der Volumenelementlrager 
auch miitels eines Gussverfahrens (z. B. Spriizguss) in die 
gewunschte Fonn gebracht werden, Bei Einsaiz von Sprit z- 
guss ist jedes dafur geeignete, fonnbare oder sich verfesti- 
gende Material geeignei, z. B. die oben erwahnien thenno- 
plastischcn Elastomcrc, wic Polystyrol oder Polypropylen, 
oder auch gussfahige Metalle. 

[0035] Wenn der Volumenelementlrager wiederholi in 
Verfahren eingesetzl werden soli, bei denen Viren, Bakie- 



rien Oder andere poieniiell ansleckende biologische Eniita- 
ten verwendet werden, werden bevorzugl Materialien ge- 
wahli, die resi stent sind gegen eine chemische Sterilisation 
(z. B. Behandlung mil Zilronensaure, NaOH/SDS). Ein sol- 
ches Material ist bei spiels weise PolyChloroTriFluoroEthy- 
len (PCTFE). 

[0036] Vorzugsweise, wie in Fig. 2 gezeigt und auch m 
Fig. 3 oben angedeutel, sind die Dichlungselemenie 130 Be- 
standleile des Volumenelemenitragers 10. Die Dichlungs- 
elemenie 130 konnen hierbei fesi oder losbar mil dem Volu- 
menelemenltrager 10 verbunden sein. Vorzugsweise sind an 
der Seite des den Volumenelementlrager bildenden Korpers 
um die Offnungen, welche Volumenelemente 11 definieren, 
Nuien vorgesehen, in welcher die Dichlungselemenie 130 
15 platziert werden. In diesem Fall sind die Dichlungselemenie " 
vorzugsweise O-Ringe. 

[0037] Es ist jedoch auch moglich, dass die Dichlungsele- 
menie und dor Volumenelementlrager cinsiuckig ausecbil- ^ 
del sind. Dies isl z. B. moglich, wenn der Volumenelement- 
20 urager durch SprilzguB aus einem geeigneten Kunststoff her- 
gestellt wird, welcher eine hinreichende Flexibihtal fur die 
Dichlungselemenie hat. In diesem Fall konnen die Dich- 
lungselemenie als vorsiehende Wulsle in einer auf die Mess- 
bereiche abgestimmten Fonn (z. B. als Ringwulste fur runde 
25 Oder ovale Messbereiche) auf der Seile des Volumenele- 
mentlragers gebildet werden, welche auf den SPR-Sensor- 
flachentrager aufzusetzen ist. 

[0038] Allgemein sind als Dichlungselemenie Weichstoff- 
dichtungen geeignei, z. B. aus Kunststoff. Kautschuk, Sili- 
kon. Teflon, o. a., die in Ring-, Lamellen- oder Mattenaus- 
fuhrung einsetzbar sind. Desweiteren konnen Vakuumdich- 
tungen eingesetzl werden. 

[0039] Vorzugsweise haben der SPR-Sensorflachentrager 
und der Volumenelementlrager 10 jeweilige Justierele- 
mente, z, B. Passsiifle und Fuhrungen 13 (siehe Fig. 2), da- 
mil die Dichlungselemenie 130 mil den zugeordneien Iso- 
lierbereichen 120 ausgerichlet werden konnen. Die Toleran- 
zen fur die Passstifie und Fuhrungen sind auf die Dimensio- 
nen der Messbereiche bzw. Isolierbereiche und Dichlungs- 
elemenie abgeslinuiil, damit die gewunschte Passgenauig- 
keit zwischen den Dichtungselementen und Isolierbereichen 
erzielt werden kann. Vorzugsweise ist die Passgenauigkeii 
der Passstifie und Fuhrungen in der GroBenordnung von 
20 |jm oder weniger. 

[0040] Weiierhin wird bevorzugl, dass der SPR-Sensorfla- 
chentrager und der Volumenelementlrager jeweilige Befesti- 
gungseieinenle 15 aufweisen, um den SPR-Sensorflachen- 
irager und den Volumenelementu-ager fesi miteinander zu 
verbinden. Vorzugsweise sind die Befestigungseleraenle 15 
50 so, dass die Verbindung auch wieder gelost werden kann. 
Die Verbindungselemente 15 konnen z. B. eine Dnickver- 
bindung sein, wie eine Schraub- oder Klemmverbindung. In 
anderen Worten, die Befestigungselemente konnen z. B. 
Fuhrungen sein, in welche eine Metallklammer eingescho- 
ben wird, um den SPR-Sensorflachentrager und den Volu- 
menelementlrager miteinander zu verbinden. Ahemativ 
konnen die Verbindungselemente mil Innengewinde verse- 
hene Bohrungen sein, in welche eine auBere Schraube ein- 
gedrehi wird, um den SPR-Sensorflachenuiiger und den Vo- 
lumenelenienttrager miteinander zu verbinden. 
[0041] Moghch ist auch, dass die Jusiierelemente 13 und 
die Befestigungselemente 15 ideniisch sind, was z, B. bei 
dem oben angegebenen Beispiel der Gewinde-Bohrungen 
moglich ware, da das Eindrehen der auBeren Schraube zum 
cincn den SPR-Scnsorflachcnlragcr und den Volumenele- 
ment trager verbindet, und andererseils durch die Ausrich- 
tung der Bohrungen ein Jusiierung bewirkl. Man beachle al- 
lerdings, dass die Toleranzen die erforderliche Passgenauig- 
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keii schaffen mtissen. Daher wird bevorzugt, dass die Ju- 
stierelemente 13 und die Befesiigungselemenie 15 separai 
sind, da dann die Anforderungen an die Toleranzen bei den 
Betesiigungselemenren gennger sein konnen. 
100421 Nun wird ein Verfahren zur Selektion und Identifi- 
zierung von Peptid- oder Proteinniolekulen mitlels Pliage 
Display beschrieben, welches eine bevorzugie Anwendung 
des oben beschriebenen SPR-Sensorflaciientragers und der 
aus SPR-Sensorflachenirager, Dichiungseleinenten und Vo- 
lumeneleiiienlen bestehenden Messeinrichtung isl. 
10043] Selektion- und Idenlifikationsverfahren haben zuin 
Verstandnis vieler biologischer Prozesse gefuhrt. Die ubli- 
chen experinientellen Ansaize waren dabei bisher zellba- 
sienes Screening und Affiniiatschromalograpliie. Obwohl 
beide Techniken bei der Enldeckung von Pepiid- oder Pro- 
teinniolekulen hilfreich sind, ist eine Methode, welche die 
Proteinidenlifikation mil der Genisolierung koppelt, sehr 
wunschcnswcrt. 

[0044] Diesen Ansatz verfolgen Phage Display Scree- 
ningsysieme. Die dabei angewandte Koinbination von in vi- 
tro-Genexpressionstechniken mil traditionellen biochenii- 
schen Ansaizen wie z. B. der Affinitaischromatographiebie- 
tet die Moglichkeit der funktionellen Genselektion, indem 
eine direkte Verbindung zvi'ischen der naiurlichen Produk- 
laffinilai und der Genstruktur hergesielll wird. 
[0045] Beini Phage Display werden Gene, die fiir nicht- 
virale Proteine oder Peptide codieren, so in das virale Ge- 
nom inkofporiert, dass Fusionsproteine zwischen deni ge- 
wunschlen nicht-viralen Protein oder Pepiid und einem vira- 
len Hullproiein generiert. werden. Dadurch wird bei der Re- 
plikation des Virus im Wirt das Fusionsproiein an der Ober- 
flache des Virus praseniierl. In einer typischen Phage Dis- 
play Bibliolhek wird eine Vielzahl von DNA Fragnienien, 
die fiir nicht-virale Proteine oder Peptide codieru in das vi- 
rale Genoni insertiert. So werden virale Parlikel, die eine 
Vielzahl von Proteinen oder Pepliden an der Oberflache pra- 
seniieren generiert . 

[0046] Diese Phage Display Bibliothek wird dann mit ei- 
ner auf eineni Trager immobihsierten Probe in Kontaki ge- 
bracht. Beiin darauffolgenden Waschschriit werden Viren, 
die Fusionsproteine praseniieren, welche iiiit der imniobili- 
sierten Probe unter Ausbildung einer Bindung inieragieren, 
auf deni Trager zuruckbeh alien, wohingegen Viren, die 
nicht interagierende Fusionsproteine prasentieren, wegge- 
waschen werden. Die interagierenden Viren werden eluien 
und durch Infeklion einer Winskultur amplifiziert. Wieder- 
holte AiTiplifizierungs- und Selekiionsrunden kdnnen erfor- 
derlich sein, urn eine verhaltnisniaBig honiogene Virenpo- 
pulation zu erhalten, die an dieiinniobilisierie Probe mil ho- 
her Affinilat bindet. AnschlieBend werden von einzelnen Vi- 
renkionen die inserlierten DNA Abschnitte sequenziert und 
daraus die Aniinosauresequenzen der inleragierenden Pro- 
teine oder Peptide abgeleitet. 

[0047] Die Inimobilisierung eines Interakuonspartners 
(Liganden) ist notwendig, uni die Separation der Viren-Li- 
gand-Komplexe von den nicht interagierenden Viren zu er- 
moglichen. AuBerdem erleichteri sie die ProzeBfuhrung, wie 
z. B. das Durchfuhren von Waschschrilten, und veniiag in 
Verbindung iiiit einem geeigneien Detektions verfahren Aus- 
kunft uber das Vorhandensein und die Starke der Wechsel- 
wirkungen zwischen den Inierakiionspartnem zu geben. 
[0048] Haufig werden spharische Beads (quervemetzte 
Polyniere in Partikelforni) als Trager fiir die Viren selektion 
verwendet. Beads konnen beispielsweise zu Afifinitatssaulen 
aufgcschichtci werden. Ein grosser Nachtcil bei der Vcrwcn- 
dung dieser Bead-Affinitatssaulen isl, dass keine rauniliche 
Zuordnung der Beads moglich ist. Dies stellt ein erhebhches 
Problem bei der Autoniatisierung und Miniaturisierung von 



Bead-basierten Phage Display Verfahren dar. Weiterhin 
nachteilig ist die aufwendige Handhabung der Beads, z. B. 
bei der Durchfvihrung von Waschschritien. Von Nachteil ist 
zudem, dass sich zwischen den spharischen Beads Zwi- 
5 schenraunie bilden, in denen sich Totvolumina an Virensus- 
pension ansanimeln. 

[0049] Vorteilhafter ware es dalien einen Trager zur Vi- 
renselekiion zu verwenden, der die Iinmobiiisierung einer 
Vielzahl von Liganden sowie eine universelle/einfache 
to Handhabung gewalirleistet und somit eine Automatisierung 
und Miniaturisierung des Verfahrens ennoglicht. Fiir die 
Automatisierung und Miniaturisierung des Verfalirens spielt 
die Geometrie des fur die Virenselektion verwendeten Tra- 
gers eine wichtige Rolle. Vorteilhaft hierfur ist es, wenn die 
15 auf dem Trager immobilisierten Interaktionspartner in ei- 
nem regelniaBigen Raster und positionsadressierbar ange- 
ordnet sind. Fur die Automatisierung und Miniaturisierung 
des Verfahrens ware es weiterhin sehr vorteilhaft, wenn so- 
wohl die Selektion als auch die Detektion von Bindungser- 
20 eignissen auf der identischen Oberflache durchgefuhrt wer- 
den konnten. Um den einfachen Einsatz leistungsstarkerRo- 
boter zum Pipettieren oder ahnlicheni zu ennoglichen, soil- 
ten die Behallnisse auBerdem nach oben hin offen sein. Eine 
Mikrotiterplatie oder ein planarer Trager (z. B. eine Meni- 
25 bran) erfullen beispielsweise diese Voraussetzungen. 

[0050] In WO 01/02554 wird ein parallelisiertes Verfah- 
ren zur Identifizierung von Interaktionspartnem mittels 
Phage Display beschrieben, in dem magnetische Partikel fiir 
die ImmobiHsierung der Liganden verwendet werden. Alle 
30 Selektionen werden in raumlich getrennten Volumen zeit- 
gleich in Mikroliterplatten vorgenoininen. Der notwendige 
Transfer der magnetischen Partikel erfolgt automatisiert 
mittels eines speziellen Magnetarrays. Hierbei werden die 
magnetischen Partikel mil den Ligand-Virenkomplexen an 
35 die Magnete des Arrays gebunden und zwischen den Gefa- 
Ben transferiert. Die Diskriminierung zwischen interagie- 
renden und nicht interagierenden Viren wird mit einem 
ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) basiertem 
Verfahren in einem der Selektion nachgeschalteten Prozess 
40 durchgefuhrt. 

[0051] Ein groBer Nachteil an der Verwendung von Mi- 
krotiterplauen als InkubationsgefaB isl, dass die Kavitaten 
nur ein relativ kieines Proben volumen (z, B. 0,2-1,2 ml Vo- 
lumen pro Kavitat bei handelsublichen 96er-Mikrotiterpiat- 
45 ten; 20-60 pi bei 384er Mikrotiterplatten) fur die Selekuon 
zulassen. Durch diese Volumenliiiiilierung der Kavitaten ist 
es oft notwendig, vor dem Screening die Viren anzurei- 
chem. So werden beispielsweise bei Lysaten des Bakterio- 
phaeen T7 ublicherweise Phagentiter zwischen 1 x 10^^-1 x 
50 lO^^pfu/ml (Plaque Forming Units) erzielt. Fur ein erfolg- 
reiches Screening kann es jedoch notwendig sein, eine Ge- 
samtanzahl von Phagen zwischen 1 x 10^^-1 x 10^^ pfu/inl 
oder groBer ntit dem Affinitalsliganden in Kontaki zu brin- 
gen, so dass vor dem Mikrouterplatten basiertem Screening 
55 aufgrund des limitierten Probenvoluniens der einzelnen Ka- 
vitaten (siehe oben) die AutTconzentrierung der Viren aus 
dem Lysat nicht venneidbar ist (T7Select® System Manual, 
Fa. Novagen, Madison (USA) (TBI 78 06/00), S. 6 ff). Ubli- 
cherweise geschieht dies durch Polyethylenglykol vermit- 
60 telle Fallung der Viren aus dem Kulturuberstand und nach- 
folgender Sedimentation des Prazipitats. Nachteilig hieran 
ist, das die sich hierbei bildenden Virenprazipitate ofl nur 
schwer wieder in Losung bringen lassen. Der Screeningpro- 
zess wird soniii durch das l^slichkeit s verbal ten der im Pra- 
65 zipitat bcfindlichcn Viren ncgadv bccinflusst. Weiterhin sind 
die mil der Fallung der Viren verbundenen Arbeitsschritte 
zeitintensiv und schwer automaiisierbar. 
[0052] Vorteilhafter isl ein Verfahren, bei dem die aus der 
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Vermehrung der Phagenbiblioihek resuliierenden Kuliur- 
uberstande/Lysaie unmitielbar in dem Screeningprozess 
verwendel werden konnen. Dies wird durch die Verwendung 
von TnkubaiionsgefaBen mil einem groReren Probenvolu- 
men als es die Kavitaten von Mikrotiterplallen zulassen, er- 5 
nioglichi. 

[0053] Weiierhin nachteilig isu dass eine konkurrierende, 
zeilgleiche Selektion slruklurell ahnlicher Liganden gegen 
die Phagenbiblioihek durch die geirennien Volumina ausge- 
schlossen ist, da pro Kavilat nur ein Ligand immobilisieri 10 
werden kann. Vorteilhaft ist eine in eineni genieinsamen 
Probenvolumen siaufindende Selektion der Interaktions- 
partner, bei der die ininiobilisierten Inieraktionspartner in 
eineni positionsadressierbaren, zweidiniensionalen Array 
angeordnet. sind. Geeignet hierfur sind planare Trager (z. B. 15 
Meinbranen), die in dafur geeigneten groBvoiumigen Gefa- 
Ben (Schalen oder ROhren) inkubien werden oder selber ein 
GcfaB darstcllcn. 

[00541 Uni eine gleichmaBige Verteilung der Phagenpo- 
pulation tiber die gesaniie Trageroberflache zu erreichen, isi 20 
es vorteilhafi, eine gleichmaBige Durchniischung der Pro- 
benflussigkeit zu gewahrleisicn. Dies kann beispieisweise 
dadurch bewerksielligi werden. dass das den Trager beinhal- 
tende oder bildendc GcfaB niiiiels einer Kippvorrichiung be- 
wegl wird. 

[0055] Hawlisch el al. (Analyiical Biochemistry 293, 
142-145 (2001)) bcschrcibcn ein Verfahren zur Selektion 
Epitop-spezifischer scFv-Fragniente mittels eines Ml 3 ba- 
sierien Virensystenis. Fur die Selektion vvurde ein auf Cellu- 
loseniembranen syniheiisierier Peptidarray verwendel, der 
einen Teil der Priniarsequenz des humanen C3a-Rezeptors 
in Fonn von fiinfzig in der Sequenz iiberlappenden, ISmeren 
Pepliden reprasenliert. Allc uiit dem Array inleragierenden 
Viren warden nach jeder Selekiionsrunde gemeinsani eluiert 
und gemeinsain veniiehrt. Die Identifizierung interagieren- 
der Viren erfolgte in einem separaten Bindungsassay 
(ELISA) mil der koniplciien Proteindomane als Ligand. 
Hierfur wurde ein Teil der seleklierten Viren nach der vier- 
ten Selekiionsrunde klonal vereinzelu 92 Klone separal ver- 
mehrt. und in dem Bindungsassay analysiert. Als Seleklions- 
erfolg wurde die Zunahnie ELISA-positiver gegeniiber 
ELISA-negaliven Viren gewertel. Eine Zuordnung ELISA- 
positiver Viren als Bindungspartner gegenuber den indivi- 
duellen Affinitaisliganden des fur die Selektion verwende- 
ten Arrays erfolgie durch weilere ELISA-basierle Assays. 
Hierfur wurde der gesamle An-ay mit einem einzelnen Vi- 
renklon in Kontakt gebracht und iiber die Position des Bin- 
dungssignals die Zuordnung des Virenklons zu einem oder 
mehreren Affinitaisliganden des Arrays getroffen. Fur jeder 
Virenklon niuB also ein separater Assay gegen alle im Array 
enthaltenen Affinitaisliganden diirchgefiihrl werden. Die 
Zuordnung der Virenklone zu den einzelnen, im Array im- 
mobilisierten Affinitaisliganden erfolgie in einem weiteren 
Bindungsassay (ELISA), der auf dem Array durchgefuhrt 
wurde. 

[0056] Nachieilig an dieseni Verfahren ist, das ein ge- 
meinsamer ELISA zur Identifizierung interagierender Vi- 
renklone nur bei der Verwendung peptidischer Affinitaisli- 
ganden, die sich aus einer genieinsamen Protein/Polypeptid- 
sequenz ableiien, moglich isl. Bei Verwendung von nichl- 
peplidischen Affinitaisliganden, die eine kombinaiorische 
Vielfall darstellen, muss fur jeden im Array verwendeien 
Affinitalshganden ein Bindungsassay durchgefuhrt . 
[0057] Nachieilig bei der Verwendung von Membranen 
als Obcrflachc ist, daB die lokalc KonzcnLration des Ligan- 
den nur aufwendig konirollierbar ist. Dies kann durch lokale 
Aviditatseffekie zur Bildung unspezifischer Wen-Ligand- 
Komplexe fuhren. 
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[0058] Ein sehr groBer Nachieil am obengenannien Ver- 
fahren des Standes der Technik ist, dass die rauniliche Infor- 
mation des Arrays in Bezug auf die Liganden bei der Selek- 
tion verlorengeht, da die inleragierenden Viren 

i) nicht auf dem Array nachgewiesen werden konnen 
und 

ii) nicht orispezifisch vom Array eluiert werden kon- 
nen. 

[0059] Um die raumliche Anordnung der Liganden in ei- 
nem zweidimensionalen Raster zur Identifizierung von mit 
Viren interagierenden Liganden zu nutzen, isl 

i) ein Messsysteni erforderlich, mit deni die Bindung 
der Viren wahrend der Selektion nachgewiesen werden 
kann sowie 

ii) cine Mctliodc erforderlich, mittels dcrcr gcbundcnc 
Viren ortspezifisch vom Array eluiert werden konnen. 

[0060] Um Inleraklionen der Viren mit den ininiobilisier- 
ten Liganden wahrend der Selektion nachweisen zu konnen, 
mussen die Selektion und Detektion des Seleklionserfolges 
in demselben Messsystem durchfuhrbar sein. Werden Mar- 
ker-basierie Nachweisnieihoden (z. B. EUSA-Assays) ein- 
gesetzu wird der der Selektion zugrunde liegende Bindungs- 
assay in der Ausfiihrung auf die Konditionen der Markie- 
rungsreaklion eingeschrankt, so dass eine fur die Selektion 
vorteilhafte Variation des Bindungsassay s, z. B. Anderung 
30 des pH-Wertes, der lonenstarke oder die Verwendung von 
Delergentien, nicht moglich ist. 

[0061] Ein groBer Nachteii der im obengenannien Verfah- 
ren verwendeien Marker-basierten Nachweisnieihode isl 
weiierhin, dass die im Selektionsprozess identifizienen Vi- 
ren nicht fiir die weiteren Verfahrensschritte verwendet wer- 
den konnen, Werden Markermolekiile (z. B. Aniikorper, 
Streptavidin) verwendet, setzen diese eine physische Wech- 
selwirkung zwischen den Ligand- Virenkomplexen und dem 
Markierungsreagenz voraus. Diese physische Wechselwir- 
41^ kung kann zu einer Veranderung der Bindung zwischen dem 
Liganden und dem Virus (Abschwachung oder Verslarkung) 
oder aber zu einer Beeintrachtigung der Wirt -Virus- Wech- 
selwirkung (Verlusi der Infektiosilat) fuhren. Bei Verwen- 
dung von Marker-basierten Nach weis verfahren isl zu erwar- 
45 ten, dass sich unlosliche Aggregate bilden, so dass die darin 
enlhallenen Viren fiir weilere Verfahrensschritte nicht ver- 
fugbar sind. 

[0062] Um die Selektion und die Detekiion in demselben 
MeBsystem durchfuhren zu konnen und idcntifizierte Viren 
50 in den weiteren Verfahrensschritten verwenden zu konnen, 
soUte folglich ein markierungsfreies Detekf ions verfahren 
(wie z. B. die Oberflachenplasmonenresonanz (SPR)) ver- 
wendet werden. Dies hai zudem den Vorieil, dass die direkle 
Bindung des auf dem Viren prasentierten Peptids oder Pro- 
55 leins mit dem Liganden nachgewiesen werden kann. 

[0063] Ein Verfahren, bei dem Bindungsereignisse wah- 
rend des Seleklionsprozesses mittels einer markierungs- 
freien Detektionsmethode, namlich der Oberflachenplasmo- 
nenresonanz (SPR) nachgewiesen werden. wurde von 
613 Malmborg el al. (J, Immunol. Methods 198 : 51-57 (1996)) 
fur die Selektion von M13-Viren-basierten Anlikorperbi- 
bliolheken gegen einen auf einem BIAcore^w Biosensor im- 
mobilisienen Liganden beschrieben. Hierfur wurden in drei 
unierschiedlichen Ansaizen die als Liganden verwendeien 
65 Proicinc (Lysozynu HM9()-5, pB-1) jcwcils kovalcnt an die 
Dexlranmairix eines Sensorchips gekoppeli und ein be- 
grenzies Volumen einer Phagenbiblioihek im koniinuierh- 
chen Fluss uber die Sen soroberfl ache geleitel. Nachfolgend 
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wurden die Viren mil einein Laufmitielbei koniinuierlichem 
Fluss von der Oberflache eluien und das Eluat zeitHch frak- 
tionierl gesaiiiinelt. Der Verlauf der auf der Sensoroberfla- 
che durchgefuhrien Selektion wurde milt els zeilaufgeloster 
SPR-Messung in eineni BIAcoreTM-Gerat beobachrel. Die 
ini Eluat enthallenen Viren wurden vereinzeli und veniiehrt. 
Als priniarer Seleklionserfolg wurde die Zunahnie des niit- 
lels ELISA ermiuelien Verhalinisses von Binden zu Niclil- 
bindem der iin Eluai enihalienden Virenklone gewenei. 
Nachfolgend wurden die durch die interagierenen Viren ko- 
dierien Ani ikorper rekoinbinant. hergestelll und deren Disso- 
ziationskonstante gegenuber deni auf dem Sensorchip im- 
niobilisierien Ligand ennitielt. 

[(M)64] Ein schr groBer Nachteil dieses Verfahrens ist, dass 
cin Durchflusssysleni verwendet wird. Dadurch ist die An- 
ordnung der Sensoroberflachen in eindiinensionaler Rich- 
uing vorgegeben isi (eindimensionaler Array). Nachieilig 
hicrbci isl, dass gcradc durch die Vcrwcndung cincs Durch- 
flusssysienis eine zweidimensionale Probe nan ordnung 
(zwcidinicnsionaler Array) und deren Minialurisierung un- 
inoglich isi. 

|(M)651 Weiierhin isl die konkurrierende Affinitatsselek- 
tion in eineni Durchflusssysleni nur uiiislandlich zu reahsie- 
ren. Aulierdcni lassi sich die niarkierungsfreie Selektion ei- 
ncr Viclzahl von Virenklonen, die das Resulial eines inassiv 
parallelen Screeningansatzes ini Ergebnis mil sich bringu 
mil der vcrfiigbarcn Technik nicht bewerksleiligen. 
|(M)66] Das nun zu beschreibende Verfahren hat daher das 
Ziel, ein hochparallelisierbares Verfahren zur Selekiion und 
Ideniifizierung von Peplid- oder Proieinniolekiilen, die spe- 
zifisch mil besiiminien anderen Molekulen unier Ausbil- 
dung einer Bindung inieragieren konnen, wobei die Nach- 
leile des Standes der Technik vermieden oder verringeri 
werden. 

10067] Dies wird erreichi durch ein Verfahren zur Selek- 
tion und Ideniifizierung von mindesiens einem Verlreter (In- 
lerakiionspartner) aus einer Vielzahl von Peplid- oder Pro- 
teinniolekiilen, der spezifisch mil mindesiens einem Vertre- 
ler aus einer Vielzahl von Molekulen unter Ausbildung einer 
Bindung inieragieren kann, umfassend die Schriue: 

(a) Inkontaktbringen eines Virensysiems aus einer 
Vielzahl von Viren, von denen jedes Virus jeweils min- 
desiens einen Verireier aus der Vielzahl der Peplid- 
oder Proleinmolekule an seiner Oberflache prasenlieri, 
mil der Vielzahl von in einem zweidiinensionalen Ra- 
ster posiiionsadressierbar auf der Oberflache eines 
Fesiphaseniragers imniobilisienen Molekulen (Ligan- 
den); 

(b) Entfemen von nicht gebundenen Viren von der 
Oberflache: und 

(c) Identifizieren des Interaktionspartners durch Nach- 
weis und Positionsbesiirmiiung der Bindung zwischen 
immobilisiertem Ligand und dem vom Virus prasen- 
lierien Inieraktionspartner mil. Hilfc eines markie- 
rungsfreien Detekiionsverfalirens. 

[0068] Hierbei werden die Liganden in einem zweidinien- 
sionalen Array wie in Fig. 1 gezeigU auf dem spezifisch aus- 
geslaiteien Feslphasenirager bzw. Sensorflachenirager im- 
niobilisierl, der eine niarkierungsfreie Deteklion von Inler- 
aktionspannem niiitels SPR ennoglichl. Dadurch konnen 
die Selektion und Deteklion des Seleklionserfolges in einem 
MeBsysiem durchgefuhri werden. Die deiektienen, inier- 
agicrcndcn Vircn konnen in sich anschlicBcndcn Vcrfah- 
rensschriuen weiierbehandelt und gegebenenfalls vermehrt 
werden. wobei man hierzu entweder alle gebundenen Viren 
Oder nur solche, die an fur die jeweilige Selektion ausge- 
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wahlien Oberflachenfelder gebunden haben, verwendet. 
Weiterhin vorieilhaft an einetn markierungsfreien Deiekii- 
onsverfahren ist, dass die direkte Bindung zwischen Ligand 
und auf dem Viren prasentierten Peplid oder Prolein nachge- 
5 wiesen wird. Dies isl bei der Verwendung von Marker-ba- 
sienen Deiekiionsmelhoden nicht der Fall. 
10069] Da die Vielzalil von Liganden in einem zweidi- 
niensionalen Raster immobilisierl wird, ermoglicht dieses 
voneilhafie Verfahren in Verbindung mil einem geeigneten 
10 MeBsysiem zudem eine parallele Deteklion mit hoher Inle- 
grationsdichte. Dadurch wird ein in hohem MaBe minialuri- 
siertes und parallelisiertes Phage Display Verfahren bereit- 
gestellu so dass die Deteklion fur niehrere oder alle Ligan- 
den parallel erfolgen kann. 

10070] Vorieilhaft ist weiterhin, dass die aus der Vemieh- 
rung der Phagenbibliothek resultierenden Kulturubersiande/ 
Lysate unmii telbar in dem Screeningprozess verwendet wer- 
den konnen und somit die zciiinicnsivc Anrcichcrung der 
Viren aus dem Kuliuriiberstande/Lysat nicht nolwendig ist. 
Von Vorieil ist zudem, dass die Selektion in einem gemein- 
samen Probenvolumen stattfindet und somit eine konkurrie- 
rende, zeitgleiche Selektion gegen eine Vielzahl von Ligan- 
den durchgefuhn werden kann. 

[0071] Bevorzugt werden Schritt (a) und (c) auf derselben 
Oberflache des FeslphasenUragers durchgefuhri, wobei die 
Liganden in einem karlesischem Raster (Array) auf der 
Oberflache des Fesiphaseniragers immobilisierl sind, so 
dass die Position eines Jeden Liganden durch seine x- und y- 
Koordinaten auf dem Array beslimmbar ist. Man kann auch 
eine Vielzahl positionsadressierbarer Oberflachenfelder, 
auch als Ligandfelder bezeichnet, auf dem Festphasenlrager 
vorsehen, worauf die Liganden immobilisierl. werden. Die in 
Schritt (a) niclii gebundenen Viren werden in Scliritt (b) be- 
vorzugt durch Elulion enlfemt. 

[0072] In einer weiteren Ausfuhrung des Verfahrens ent- 
halt der Fesiphasentrager eine polymerfreie Oberflache, auf 
der die Liganden immobilisierl werden. Aufgrund der sehr 
hohen Prolein adsorption sresistenz dieser polynierfreien 
Oberflache isi es moglich, relativ schwache Wechselwirkun- 
gen, d. h. Bindung zwischen Ligand und vom Vu-us prasen- 
Uertes Protein- oder Peptidmolekiil zu beobachten,..was ins- 
besondere die Verwendung von niedermolekularen Ligan- 
den ennoglichl. 

[0073] Bevorzugt erfolgt fiir die Vermehrung der Viren 
die Infektion der Wiriszellen durch die an die Oberflache des 
Fesiphaseniragers gebundenen Viren. Dies hat den Vorieil, 
dass die Bindung zwischen Ligand und Viren- prasenliertem 
Peplid Oder Protein nicht aufgehoben werden muss. 
[0074] Das Verfahren erlaubt die Selektion und Ideniifi- 
zierung von einem oder auch niehreren Verlretem von Pep- 
lid- oder Proieinmolekiilen aus einer Vielzahl deraniger 
Molekule. "Vertreier" bedeulel in dieseni Zusammenhang, 
dass jedes unierschiedliche Peplid- oder Proieinmolekul in 
der Molekiilvielzahl ublicherweise nicht als Einzelmolekul 
vorkommu sondern in der Proteinmischung in niehr oder 
weniger groBer Menge vorhanden ist. Das Selektions- und 
Identifizierungsprinzip beruht dann darauf, dass das ge- 
suchle Peplid- oder Proteinmolekiil unter Ausbildung ein 
Bindung mit einem oder niehreren vorher ausgewahlten 
"Selektionsmolekulen" inieragieren kann. Diese Selektions- 
molekule sind hinsichllich ihrer Natur nicht besonders ein- 
geschrankl und konnen von behebiger Struktur sein, so 
lange sie sich uberhaupt in einem deranigen Test handhaben 
lassen und zur Ausbildung einer Bindung in der Lage sind. 
Hicr werden sic dahcr cinfach auch als "Molckulc" bezeich- 
net. Fur diejenigen Molekule auf der Oberflache des Fesi- 
phaseniragers immobilisierl sind, wird im Kontextder vor- 
liegenden Beschreibung auch der Begrifl^ "Ligand" verwen- 
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del. Ein Peptid- oder ProteinmolekuU dass zur Inieraktion, 
d, h. Bindung and den Liganden in der Lage ist und auf diese 
Weise seleklierl und idenlifizierl werden kann, wird auch als 
"Tnterakrionspartner" be/.eichnei. 

[00751 Unier den Begriffen "Identifizierung" und "Selek- 
lion" wird im Zusammenhang mil der vorliegenden Be- 
schreibung eine Anreicherung, vorzugsweise eine Indivi- 
dualisierung von "Interakiionspartnem" verstanden. Folg- 
lich ist sowohl die Ideniifizierung von Inierakiionsparinem 
in einer groBen Vielzahl oder Population beliebig unter- 
schiedlicher Interaktionsparlner, als auch die Selektion ein- 
zelner in einer vorher bereiis angereichenen Population urn- 
fassl. 

[0076] Die Interakiion zwischen Inierakiionspartner und 
Ligand, die sich in Fonn einer Bindung zwischen den Part- 
nem manifestiert, kann beispielsweise mil einem "Schliis- 
sel-SchloB-Prinzip" charakterisien werden. Der Inierakii- 
onspartner (Pcptid oder Protein) und das Sclcktionsmolckul 
(Ligand), besitzen Strukiuren oder Motive, die spezifisch 
zueinander passen, wie z. B. eine antigene Detemiinante 
(Epiiop), die mil der Antigen-Bindungstelle eines Antikor- 
pers interagiert. Durch die Kenninis der Slruktur eines der 
Bindungspartner lassen sich Ruckschliisse auf mogliche be- 
vorzugle Strukiuren bzw. auf spezielle Slrukiurelemenie ei- 
nes geeignelen dainil inleragierenden Parlners ziehen. 
[0077] In dem hier beschriebenen Verfahren und MeGsy- 
stem werden die Interaktionsparlner an der Oberflache von 
Viren als Peptide oder Proieine prasenliert . Hierbei werden 
alle Peptide oder Proieine unifasst, deren codierenden Nu- 
cleotidsequenzen in ein Virengenom insertieri werden kon- 
nen. Bevorzugl ist, dass die Expression dieser Peptide oder 
Proieine als Teil der Virenhulle eine Assemblierung dieser 
Hulle und daniit eine Propagierung des Virus erlaubt. Vor- 
zugsweise ist das propagierte Virus infektios. 
[0078] Der Begriff Peptide oder Proieine uinfassl sowohl 
naturliche als auch synihetische Peptide oder Proieine. Bei- 
spiele fur naturliche Proieine umfassen u. a. Antikorper, An- 
tikorperfragmenie, Rezeptoren, die mil ihren spezifischen 
Liganden interagieren, pepiidische Liganden, die mil ihren 
spezifischen Rezeptoren oder Pepiiddomanen, die mil spezi- 
fischen Subslraien, einschlieBlich Proteinen und Coenzy- 
men, und anderen Peptiden oder Enzymen etc. interagieren. 
Ebenfalls umfasst sind hiennil rekombinanl hergesiellte 
Formen der vorgenannten Proieine oder Peptide. Naturliche 
Peptide umfassen entsprechend unter anderem Fragmente 
der oben beschriebenen Proieine, die mil spezifischen Li- 
ganden interagieren. Synihetische Proieine oder Peptide 
umfassen sowohl zur Expression gebrachie Pseudogene 
Oder Fragmente davon, als auch Proieine oder Peptide mit 
einer zufalligen Aminosauresequenz. Die Peptide und Pro- 
ieine sind somil vorzugsweise Beslandieil einer aus Viren 
bestehenden Bibliothek, wobei die Viren, vorzugsweise in 
ihr Genom integrierU eine Nucleinsauresequenz enthallen, 
die das entsprechende Pcptid bzw. Protein codiert. Dabei 
liegt diese Nucleinsauresequenz typischerweise so vor, dass 
sie bei Expression zur Synihese des Pepiids bzw. Proteins 
als Bestandteil eines Fusionsproteins fuhrt, das aus einem 
Hiillprotein des Virus oder einem Teil davon besieht und aus 
dem Peptid bzw. Protein. Dieses Fusionsprotein hat dann die 
Fahigkeil, auf der Oberflache des Virus lokalisiert zu sein 
und folghch das Peptid bzw. Protein zu prasentieren. 
[0079] Der Begriff "Ligand" beschreibl im Zusammen- 
hang mil dem hier beschriebenen Verfahren bzw. MeBsy- 
stem Molekule oder Verbindungen, die auf der Oberflache 
cincs Fcstphascniragcrs immobilisicrt werden. Dor BcgritT 
umfasst Makromolekule als auch "kleine organische Mole- 
kule". Weiier werden im Kontexi der vorliegenden Erfin- 
dung als Ligand allgemein Slrukturelemente bezeichneu die 



aufgrund ihrer sirukturellen Eigenarten Wechselwirkungen 
mil auf Viren prasentierien Pepiiden oder Proteinen einge- 
hen konnen. Durch die Kenninis der Struktur der Liganden 
lassen sich so unter anderem Ruckschliisse auf die mogliche 
5 Struktur bzw. auf spezielle Slrukturelemente des auf dem 
Viren prasentierien Molekuls ziehen. 

[0080] Unter dem Begriff "Makromolekule" werden Mo- 
lekule mil einer hohen molekularen Komplexilat oder einem 
hohen Molekulargewicht verstanden. Vorzugsweise sind 
10 dies Biomolekule, wie z. B, Biopolymere, insbesondere 
Proieine, Oligo- oder Polypeptide, aber auch DNA, RNA, 
Oligo- Oder Polynucleotide, Isoprenoide, Lipide, Kohlenhy- 
drate (Glycoside), sowie deren Modifikationen, sowie auch 
synihetische Molekule. Iin Zusammenhang mil Proteinen 
15 kommen insbesondere Rezeptoren in Belrachl, aber auch ^ 
Proieine oder Peptide, die Epitope oder antigene Determi- 
nanien von Proteinen reprasentieren. FemerkSnnen die Pro- 
ieine auch Fusionsprolcinc scin. 

[0081] Unter dem Begriff "kleine Molekule" oder "nieder- 
20 molekulare Molekule" werden Molekule verstanden. die 
von geringerer niolekularer Komplexilat sind, als die oben 
definierten Makromolekule. In der Literatur wird der Begriff 
"kleine Molekule" ("small molecules") oder "niedermoieku- 
lare Molekule" ("low molecular weight molecules") nichi 
25 einheiilich verwendet. In WO 89/03041 und WO 89/03042 
werden Molekule mil Molekulmassen bis 7000g/mol als 
kleine Molekule beschrieben. Ublicherweise werden jedoch 
Molekulmassen zwischen 50 und 3000 g/moL haufiger aber 
zwischen 75 und 2000 g/niol und meistens im Bereich zwi- 
30 schen 100 und 1000 g/mol angegeben. Beispiele sind dem 
Fachmann aus den Schriflen WO 86/02736, WO 97/31269, 
US-A-5928868, US-A-5242902, US-A-5468651, US-A- 
5547853, US-A-56165G2, US-A-5641690, US-A-4956303 
und US-A-5928643 bekannt. 
35 [0082] Im Rahmen der vorliegenden Beschreibung wird 
die Bezeichnung "kleine organische Molekule" fiir Mole- 
kule mit einem Molekulargewicht unter 3000 g/mol, bevor- 
zugl unter 1000 g/mol, am meisten bevorzugl unter 
750 g/mol verwendet. Als Beispiele fiir solche kleinen Mo- 
40 lekule konnen Oligomere oder auch kleine organische Mo- 
lekiile angefiihrt werden, wie Oligopeptide, Oligonucleo- 
tide, Kohlenhydrate (Glycoside). Isoprenoide, Lipidstruklu- 
ren oder Haptene. In der Literatur sielli zumeist das Moleku- 
largewicht die Definitionsgrundlage fiir solche kleinen orga- 
45 nischen Molekule dar. 

[0083] Ein Aspekl des hier beschriebenen Verfahrens bzw. 
verwendelen MeBsystems belrifFt die Bereitslellung eines 
zweidimensionalen Arrays mil einer Vielzahl von Liganden 
auf einem erfindungsgemaBen SPR-Sensorflachenlrager. 
50 Dabei werden die Liganden in dem Array derart angeordnet, 
dass die Identitat eines jeden Liganden durch seine x- und y- 
Koordinaten auf dem Array bestimmbar ist. 
[0084] Die raumliche Struktur des entstehenden Arrays 
wird durch eine mechanische SLrukturierung der Trager vor- 
55 gegeben, welche daher bevorzugl eine Vielzahl regelmassig 
angeordneier, posiiionsadressierbarer Felder (Ligandf elder) 
aufweisen. Diese Ligandfelder enihalten eine oder mehrere 
Kavitaien (Sensorfelder), auf deren Boden die Liganden ini- 
mobilisien werden. Vorzugsweise besitzen die Kavitaien 
60 eine Tiefe von 20-100 pm. 

[0085] Bevorzugl unterscheiden sich diese Ligandfelder 
jeweils in der Art der auf ihren Sensorfeldem iramobihsier- 
ten Inierakiionspartner. wobei ein einzelnes Ligandf eld so- 
wohl einen einzigen Liganden als auch mehrere gleicheoder 
65 unicrschicdlichc Liganden prasentieren kann. In cincm lypi- 
schen Beispiel werden pro Ligandfeld vier Inierakiionspart- 
ner iminobilisierl. 

[0086] Bevorzugl sind die Kavitaien deran angeordnet. 
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dass auf dem Trager ein regelmassiges, vorzugsweise karie- 
sisches Raster von Spallen und Streifen entsteht. Die Grosse 
und Form des Tragers kann beliebig gewahlt und leicht. an 
das verwendeie Deiektionssystem angepassi werden. Bei 
Verwendung von Spoil ingrobolern fur die Ininiobilisierung 
der Liganden und/oder bei Vorliegen der Liganden in Mi- 
kroiiierplauen isl der Absiand der Felder ziieinander bevor- 
zugt dein verwendeien Mikrotilerlbnnat oder dem Foniiai 
der verwendeien Spotiingeinrichtung anzupassen. Die An- 
zahl der Felder auf dem Fesiphasentrager kann die Anzahl 
der Untereinheiten der Mikrotiterplalte auch uberschreiien, 
d, h. die Dichle der Sensorfelder auf dem Fesiphasentrager 
kann ein Vielfaches hoher sein als die Dichle der Unterein- 
heiten der Mikroiiterplatte. So kann beispielsweise ein 
rechleckiger Fesiphasentrager 6144 Feldem besitzen, die 
millels eines Spottingroboters aus vier konventionellen 
1536er Mikroiiierplatten belegi werden konncn. 
[0087] Urn den Durchsaiz bcim Screening crhohcn zu 
konnen, isi es vorteilhaft, eine moglichsi groBe Anzahl an 
CI - Liganden zu immobilisicren. Hierbei kann eine Anzahl von 
mindestens 10, bevorzugt 96, besonders bevorzugt 384, 
ganz besonders bevorzugt 1536, noch mehr bevorzugt 4608, 
am nieisten bevorzugt 9216 verschiedenen Verlretem von 
Liganden iinmobilisiert werden. Im Rahmen des vorliegen- 
den Verfahrens isl es auch inoglich, gleiche Liganden inehr- 
fach zu inimobilisieren. Dies kann zum Beispiel fur Mehr- 
fachbestinimungen der Ligand-Viren-Interakiion sinnvoll 
sein, um die Qualitat des Seleklionsprozesses zu beurteilen. 
Die angegebenen Zahlen berucksichtigen somii nur die un- 
tereinander unierschiedUchen Liganden. Ebenfalls niuB be- 
riicksichtigi werden, daB zur Imraobilisierung der Liganden 
verschiedene Stellen des Liganden benutzt werden konnen. 
Somii erhalt der Ligand auf der Oberflache eine andere Ori- 
entierung und kann niitunter ein anderes Bindungsverhalten 
zeigen. ErfindungsgemaB werden vereinfachend auch unler- 
schiedlicheOrieniierungen eines Liganden als "unterschied- 
liche" Liganden verstanden. 

[0088] Da Oberflachenplasmonenresonanz (SPR) zum 
Nachweis von Interaklionen verwendel wird, isi eine ko- 
stengunstige Strukturierung der Sensorfelder dadurch zu er- 40 
reichen, dass nicht der Sensor selbst (vorzugsweise ein 
Prisma) als FestphasentTager verwendet und direki siruktu- 
rieri wird (siehe Fig. la), sondem stattdessen eine separater 
Probentrager als Fesiphasentrager zur Ligandimniobilisie- 
rung verwendet wird, welcher auf den Sensor geiegt wird, 45 
siehe Fig. lb und zugehorige Beschreibung. 
[0089] Die Immobiiisierung des Liganden kann direki 
Oder indirekt auf dem Fesiphasenixager erfolgen. Es gibt 
mehrere Moglichkeiien der Anbindung von Liganden an 
eine feste Oberflache. Hierbei sind beispielhaft eine kova- 
iente, ionische oder adsorptive Anbindung zu nennen. Be- 
sonders bevorzugt isl die kovalente Anbindung des Ligan- 
den auf dem Trager, da diese chemische Bindung so stabil 
isl, dass sic eine vollstandige Denaturierung anhaftender 
Proieine ohne Beeinlrachtigung der Oberflacheneigenschaf- 
ten zulassi. 

[0090] Der Ligand kann unverandert oder chemisch modi- 
fiziert eingeselzt werden. Chemische Modifikaiion umfasst 
das Verandem vorhandener Reaktivilaten, elwa das Aktivie- 
ren vorhandener funktioneller Gruppen oder das Hinzufu- 
gen eines weileren Molekuls, das die direkle oder indirekte 
Ankniipfung an die Oberflache emioglicht. Hierzu konnen 
einfache Additions- oder Subsiiiutionsreakiionen dienen. 
[0091] Um haufig aufiretende ungewunschte unspezifi- 
schc Anbindung des Liganden an die Oberflache des Tra- 
gers, insbesondere wenn dieser aus einer Kunsisioff- oder 
Metal loberflache besieht. zu vemieiden oderzu vermindem, 
ist eine organische Zwischenschichi vorieilhafi. Haufig wird 
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hier eine selbsiassemblierende Monoschichi (SAM) ver- 
wendet^ die eine Adsorption des Liganden auf dem Trager 
vermeidet. Die Selbstorganisation zu einem dichten Film er- 
folgt normalerweise durch hydrophobe Wechselwirkung 

langkelliger Kohlenwasserstofte an deren einem Ende eine 
funkiionelie Gruppe vorhanden ist, die die Anbindung an 
den Trager ermoglicht und deren anderes Ende eine funkiio- 
nelie Gruppe enthalt, die die Bindung des Liganden eniiog- 
licht. Verbindungen, die diese funktionellen Bausieine um- 
fassen (Kopf-, FuBgruppe, hydrophober Teil), werden auch 
Anker genanni. Weilerhin kann der Anker einen Spaceran- 
teil besitzen, der bevorzugt Ethylenglykoleinheiten enthalt, 
die eine geringe unspezifische Proteinadsorption gewahrlei- 
sien. 

[0092] Vorteilhafterweise werden zu den erwahnten An- 
kermolekulen noch sogenannte Verdiinnennolekule zuge- 
mischi, um die Konzeniraiion auf der Oberflache zu sieuem. 
Eine zu dichle Obcrflachcn konzeniraiion kann durch sicri- 
sche Hinderung nachieihg sein. Verdunnermolekiile sind 
strukturell den Ankerniolekulen angepaBu jedoch besitzen 
sie keine Kopfgrupe fiir die Anbindung des Liganden, da 
dieses vermieden werden soil. Weilerhin sind sie ublicher- 
weise kurzer als die Ankermolekule, um eine Beeinlrachti- 
gung der Erreichbarkeit des Liganden fiir das auf dem Virus 
prasenlierle Peptid oder Protein zu venneiden. 
[0093] Im Stand der Technik wird haufig zusatzlich auf 
die organische Zwischenschichi ein Polymer, wie z. B. Dex- 
u-an, aufgebracht. Wegen der moghchen unerwunschten 
Wechselwirkung zwischen diesem Polymer und dem Ligan- 
den ist eine polymerfreie Oberflache bevorzugt. Vorteilhaft 
an einer polymerfreien Oberflache ist weilerhin, dass auf- 
grund der geringen unspezifischen Proieinbindung auf den 
Einsatz von Blockierungsreagenzien beini Selektionspro- 
zess verzichlet werden kann. Dies ist besonders vorteilhaft, 
da diese Blockierungsreagenzien ebenfalls unspezifische 
Proieinbindung aufweisen, welche somit vermieden wird. 
Ein weiterer Vorteil von polymerfreien Oberflachen ist, dass 
sie sehr einfach regenerieri werden konnen. Dazu konnen 
Reagenzien, die eine Regeneration der Oberflache in einem 
Einstufenverfahren ennoglichen (z. B. SDS-haliige Losun- 
gen Oder Methanol-Triftuoressigsauremischungen), vei-wen- 
dei werden. 

[0094] Einslufenverfahren konnen zur Regeneration der 
im Stand der Technik verwendeten Polynieroberflachen 
nicht eingesetzi werden, da die dabei eingesetzten Reagen- 
zien die Siruktur der Poly mere verandem, zerstoren oder zur 
Ablosung der Polyniere vom Trager fuhren. Auf einer poly- 
merfreien Oberflache hingegen ist man in der Auswahl der 
Regenerations mi n el lediglich hinsichtlich der Stabilital des 
Liganden eingeschrankl. 
[0095] Beispielsweise konnen SANs durch Chemisorp- 
tion von Alkylthiolen auf einer Metalloberflache (z. B. 
Gold) erzeugt werden. Die langkelligen Molekiile packen 
sich als SAM auf die Feslphase, wobei die Goldaiome von 
den Schwefelfunkiionen komplexiert werden. Ein weiteres 
Beispiel isi die Silanisierung von Glas oder Silizium init re- 
aktiven Epoxid- oder Aminogruppen-haliigen Silanen, an- 
schlieBende Acylierung der Aminogruppen, beispielsweise 
mitNukleosidderivaten (Maskos und Soulhem, Nucl. Acids 
Res. 20 (1992) 1679-84). 
[0096] Zur Svnthese von Anker und Verdunnermolekulen 
sei auf WO 00/73796 A2 und DE 100 27 397.1 verwiesen, 
auf deren Offenbarungsgehalt hiennit volHnhaltlich Bezug 
genommen wird. 

10097] Das Aufbringcn der zu immobihsicrcndcn Ligan- 
den beschrankt sich nicht auf spezielle Verfahren. Zur ge- 
naueren Lokalisierung der akliven Stellen auf der Oberfla- 
che konnen z. B. herkomniliche Pipeltier- oder Spottingvor- 
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richi.ungen, aber auch Siempel- Oder Ink-Jei-Verfahren auf- 
gebrachl werden. 

[0098] Das Entfemen der nicht inleragierenden Viren ge- 
iTiaR Schritt (b) des erfindungsgeiTiassen Verfahrens kann 
nach herkomiiilichen, dem Fachmann bekannten Verfahren 
erfolgen. Bevorzugl werden die nichl inleragierenden Viren 
durch Elulion von der Oberflache entfeml. Entsprechend der 
oben definienen "Inieraktion" werden durch den Ausdruck 
"nicht interagierende Viren" solche Viren unifaBu die nichi 
mil dem/den immobilisierten Affinitatsligand(en) in Wech- 
selwirkung treien, d. h. keine Bindung mit dem Ligand ein- 
gehen. Ein Eluiionsverfahren isl z. B. ein Waschverfahren. 
Hierbei kann die Oberflache z. B. mil geeigneien Losungen 
behandell werden, deren Zusaniniensetzung gewahrleistet, 
da(.^ die Wechselwirkung des Inleraktionspariners mil dem 
Ziclniolekul nichi aufgelosl wird. In diesem Zusammenhang 
sind auch unierschiedlich siringenie Elutionsbedingungen 
uiiifaBu bci dcncn bcispiclswcisc nicdcraffinc Wcchsclwir- 
kungcn aufgelosl werden und es somit zu einer Anreiche- 
rung Oder Ideniifikaiion von hochaffinen Interaktionspart- 
ncm komnil. Solche Beispiele sind aus dem Stand der Tech- 
nik bckannt, z. B. z. B. in T7Select® System Manual, Fa. 
Novagen, Madison (USA) (TBI 78 06/00), S. 14 ff. 
[0099] Weiterhin is! bevorzugt, dass man nach Schritt (b) 
die Schriufolge (a), (b) ein oder iiiehrfach wiederholl bevor 
der Nachweisschrin (c) erfolgt . Insbesondere ist es bevor- 
zugl, die Weiierbchandlungs- und Vennehrungsschritle ein 
Oder mehrfach durch zufiihren, d. h, man wiederholt nach 
SchriM (b) die Schriitfolge (d), (e), (a), (b) ein oder mehrfach 
bevor der Nachweis schritt (c) erfolgt. Urn zu uberprufen, 
dass wirklich Bindung stattgefunden hal und die entspre- 
chenden Ligandfelder auszuwahlen, kann man vor Schriit 
(d) den Schritt (c) durchfiihren. Durch die Wiederholung 
dieser Schrittfolgen wird eine selektive Anreicherung von 



Detekiion selbst soUie parallel erfolgen. Voneilhafierweise 
ist der Detektor eine CCD-Kamera. Vorteilhaft an der paral- 
lelen Selektion isl, dass sie die Vergleichbarkeit der einzel- 
nen MeRergebnisse untereinander fordert.. 
5 101041 Damit auf dem deleklierten Bild die Sensorfelder 
mit gutem Konlrast sichlbar werden, sollte das an den Zwi- 
schenbereichen der Ligandfelder ankommende Lichi in 
iiioghchsl siarkem MaB absorbiert, weggestreut oder in eine 
andere Richiung als die Deiektionsrichiung weggeleiiei 
10 werden. Dies wird in den erfindungsgemaBen SPR-Sensor- 
flachentragern durch die Trennmittel 105 gewahrleistet. Erst 
dieser KonU-ast zwischen Sensorfeld und Berandung eriaubt 
es, eine Zuordnung der Pixelbereiche im Bild zu einem Sen- 
sorfeld zu definieren. Uber die Pixel eines Bereichs iin Bild 
wird wahrend der Datenaufnahme summiert, so dass bei gu- 
ler Absorption der Zwischenbereiche auch die Speku-en fur 
die Sensorfelder aussagekrafiiger werden. 
[0105] Eine .Tusticrung des Systems ist auf cinfachc Wcisc r) 
inoglich, da zunachsi die Sensoranordnung (mil oder ohne 
Proben auf den Sensorleldem) in das Messsyslem eingelegt 
wird, und dann eine Abbildung mit Slrahlung einer beliebi- 
gen Einstrahlungsbedingung gemacht wird, wobei der Kon- 
trasl eine Unlerscheidung der einzelnen Sensorfelder von- 
einander, bzw. der Sensorfelder von den Trennmiiteln ge- 
25 stallet. Verschiedene Moglichkeiten der Eliminierung des 
Lie hi s an den nicht gewiinschten Stellen minels Trennmit- 
teln sowie ein Messsyslem zur parallelen Detektion werden 
in der bereits erwahnlen WO 01/63256 beschrieben. 
10106] Der Weiterbehandlungsschritt (d) kann einen der 
30 folgenden Schritte umfassen: 

(dl) Elution aller gebundenen Viren; 

(d2) Elulion der Viren, die an Liganden ausgewahlter Ober- 
flachenfelder gebunden sind; 

(d3) Zugabe von Wirtszellen auf die gesamte Oberflache; 
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Viren gewahrleistet, die Interaktion spanner der immobili- 35 (d4) Zugabe von Wirtszellen auf ausgewahlte Oberflachen- 



sienen Liganden an ihrer Oberflache prasentieren. 
[0100] Der Nachweis der Wechselwirkung zwischen den 
Liganden und den von den Viren praseniierien Interaktions- 
pannern gemaB Schritt (c) des erfindungsgemaBen Verfah- 
rens kann nach herkommlichen, dem Fachmann bekannten 4j) 
Detektion smeihoden erfolgen, bei denen gewahrleistet ist, 
dass Viren, die im Selekiionsprozess detektiert wurden, in 
den weiteren Verfahren sschritten verwendet werden kon- 
nen. Dies ist bei der Verwendung von markierungsfreien 
Detektionsmethoden der Fall. 

(0101] Bei der Verwendung eines in Zusammenhang mit 
den Fig. 1 bis 3 beschriebenen SPR-Sensorflachentragers in 
dem Selekiions/Identifiaerungs- Verfahren beruht der mar- 
kierungsfreie Nachweis der Wechselwirkung zwischen den 
Liganden und den von den Viren praseniierien Interaktions- 
partnern in Schritt (c) auf Oberflachenplasmonenresonanz 
(SPR). 

[0102] Sehr vorieilhafi ist der Umstand, dass aufgrund der 
Verwendung einer markierungsfreien Detektionsmelhode 



felder. 

[0107] In Schritt (dl) werden die inleragierenden Viren 
von der Oberflache eluiert und zur Infeklion einer Wirtszell- 

kuliur zugegeben. 

[0108] In Schriit (d3) werden Wirtszellen auf die gesamte 
Oberflache zugegeben und durch die interagierenden Viren 
infiziert, gefolgt von der Elulion der infizierten Wirtszellen 
von der Oberflache. Vorteilhaft an der Infeklion auf der 
Oberflache ist, dass die Ligand- Viren-Komplexe nicht auf- 
45 gelosi werden miissen. 

[0109] In Schritt (d2) und (d4) werden nur Viren eluien, 
die mit den auf bestimmien ausgewahlten Sensorfeldem im- 
mobilisierten Liganden interagiert haben. Dies wird bevor- 
zugl durch den spezifisch ausgesialteten Volumenelement- 
50 trager 10 erreicht, der hierfur als Korper mit Ausnehmungen 
bzw. Bohrungen als Gitleniiaske ausgestaltet ist, die auf das- 
jenige Ligandfeld aufgebrachl wird, welches den/die inler- 
agierenden Liganden enihalt. Die Ausnehmungen der Gii- 



^ lermaske sind in demselben zweidimensionalen Raster wie 

sow'ohl far den Se^^^ als auch ilir den Nachweis 55 die Ligandfelder auf dem Trager ausgerichtet, Der Abgleich 

von Bindungsereignissen dieselbe Oberflache verwendei beider Raster wird durch die Jusiierungsvorrichiung (z. B. 

werden kann, was nur eine einmaligeOberflachenevaluation Passstifte) in der Gitleniiaske (Volumenlrager) und dem 

erforden und ausserdem eine identische Ligandprasentation Tragerhalier erreicht. 

ennoglicht. [OllO] In Schritt (d2) wird ein Eluenz in diejemgen Aus- 

[0103] Zum Nachweis von Wechselwirkungen zwischen 60 sparungen der Gittermaske gegeben, welche Ligandfelder 

den auf den Sensorfeldem immobihsierten Liganden und umschliessen. die mit Viren interagierende Interaktionp^- 



den auf den Viren praseniierien Interaklionspartnem millels 
SPR werden die Sensorfelder auf einen onsauflosenden De- 
tektor abgebildei wird. Dabei kann jedes einzelne der Sen- 
sorfelder als separate Mcssobcrflachc gcnuizl werden, d. h. 
die Bindung der Phagenpartikel kann fur jedes Sensorfeld 
separai deiektieri werden. Der Detektor sollte zur parallelen 
Erfassung aller Bindungsereignisse in derLage sein und die 



ner auf ihren Sensorfeldem enlhalten, gefolgt von der Elu- 
lion der interagierenden Viren von der Oberflache. 
10111] In Schritt (d4) werden Wirtszellen in die Ausspa- 
65 rungcn der Gittermaske gcgcbcn, wclchc Sensorfelder cni- 
halten, mil welehen Viren interagiert haben, gefolgt von der 
Elulion der infizierten Wirtszellen von der Oberflache. 
[0112] In einer bevorzuglen Ausfuhrungsform werden in 
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Schriii (d2) Oder (d4) die inieragiercnden Viren oder infi- 
zierten Wirlszellen mchrercr Aussparungen gemeinsam ver- 
inehrl. 

[Oil 3] Tn einer bevor/.ugten Ausruhmngsform unifaRi. das 
Verfahren femer einen Verniehrungsschrilt (e), der iin An- 
schluB an Schriu (d) ausgefuhrt wird: 
(e) Vennehren der inieragierenden Viren durch Infeklion ei- 
nes Wins. 

[0114] Die Verniehrung der Viren erfolgt durch eine Aus- 
verdunnung der infizierten Zellen in einer Vorkuhur des 
Wirisstammes und dem anschlieBenden Wachstuni der Kul- 
tur bis zur Lyse. 

[0115] Bedingungen fiir eine Vermehren der interagieren- 

den Viren durch Infeklion eines Wins sind dem Fachniann 



10 



weise wegen der Vergleichbarkeit der Ergebnisse die glei- 
clien Assays verwendei, wie sie bei der Uberpriifung der Vi- 
renclone zum Einsatz kommen. Dies ist sinnvoll, uin eine 
voin Virus unabhangige Bindung des selekt.ionierien Tnter- 

aktionspanners nachzuweisen. 

[0124] In einer weiler bevorzugten Ausfuhrungsfonii die- 
ses Verfalirens erlblgi diese Charakierisierung auf der glei- 
chen Oberrtachedie zur Ideniifizierung/Selekiionierung des 
enisprechenden Virus verwendei wurde. 
[0125] In einer bevorzugien Ausfuhrungsfonii des Verfah- 
rens und MeBsysteins werden die durch die Viren prasen- 
tierten Interaktionspartner codiert von in das Virengenoni 
insenierten DNA-Fraginenten, die eine DNA-Bibliolhek 
bilden. Dabei enlhalt die DNA-Bibliolhek mindeslens itf. 



dem Stand der Technik bekannt, z. B. in TVSeleci® Sy- 15 bevorzugt 10^, noch mehr bevorzugt besonders bevor- 
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aus 

stem Manual, Fa. Novagen, Madison (USA) (TB178 06/00), 
S. 18 ff. 

[0116] In cincr andcrcn bevorzugten Ausfuhrungsfonii 
umfaBt. das Verfahren femer einen Charakterisierungsschritt 
(0 der eniweder ini AnschluB an Schriti (c) oder ini An- 
schluB an Schriti (e) ausgefuhrt wird: 

(f ) Charakterisierung der Bindung der selektierien Virenpo- 
pulationen sowie einzelner aus diesen Virenpopulationen 
sianuiiender Virenclone an den fur die Selektion verwende- 
len Liganden in einem Assav- 

[0117] Als Assay kommi hierbei jede Art von Assay in 
Beiracht, die geeignel ist, eine Bindung zu charakterisieren. 
Bevorzugt ist ein solcher Assay ein Festphasenassay. In der 
Literatur bekannie Verfahren sind beispielsweise ELISA 
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assays), RIA (Radioim- 
muno- Assay) sovAc Oberflachenplasmonenresonanz (SPR)- 
Oder Schwingungsresonanz- Verfahren (Butler, J. E., ME- 
THODS 22, 4-23 (2000)). 

[0118] In einer bevorzugien Ausfuhrungsfonii erfolgt die 
Charakterisierung der Bindung in Schriti (f) auf der gleichen 
oder identischen Oberflache, auf der die Virenpopulation so- 
wie die einzelnen aus dieser Virenpopulation stammenden 
Virenclone identifiziert und selektiert v^urden. 
[0119] Daruber hinaus umfaBt eine bevorzugte Ausfuh- 
rungsfonii des Verfahrens femer den Isolierungs- und Se- 
quenzierungsschritt (g): 

(g) Isolierung und Sequenzierung des fur das Peptid oder 
Protein des Interaktionspartner codierenden DNA-Ab- 
schnittes einzelner Virenclone. 

[0120] Dem Fachmann sind aus dem Stand der Technik 45 
geeignele Verfahren bekannt, die es ihm ermoglichen, nach 
der Isolierung einzelner Virenclone die in diese insenierten 
DNA-Sequenzen, die die enisprechenden Peptide bzw. Pro- 
teine codieren, zu isolieren und zu analysieren. 
[0121] In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungstbrm 
umfaBt das Verfahren daruber hinaus die rekombinanle Ex- 
pression und Isolierung oder die cheniische Synthesedes als 
Interaktionspartner des Liganden identifizierten/selektio- 
nierten Pepiids oder Proteins. 

[0122] Dem Fachmann sind aus dem Stand der Technik 
verschiedene Expressionssysteine und damil Verfahren zur 
Expression von isolierten Nucleinsauresequenzen und zur 
Isolierung der codierten Peptide und Proteine bekannt. 
Diese Expressionssysteme schlieBen prokaryontische und 
eukaryontische Systeme ein. (Siehe hierzu u. a. Kapitel 9.4 
Expressionssysteme in: Miihlhardi, Der Experimentator: 
Molekularbiologie, Gusiav Fischer Verlag 1999). 
[0123] In einer anderen bevorzugten Ausfuhrungslbrm 
umfaBi das Verfahren dariiber hinaus die Charakterisierung 
der Bindung des rckombinant cxprimicrtcn oder chcmisch 65 
synthetisierten Peptids oder Proteins gegeniiber einzelnen 
Liganden basierend auf der Auswahl der initial verwendeten 
Liganden in einem Assay. Hierbei werden vorteilhafter- 
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zugt 10^, ganz besonders bevorzugt 10^ und am meisten be- 
vorzugt 10^ DNA-Fragniente. 

[0126] In cincr cbcnfalls bevorzugten Ausfuhrungsfonii 
werden die insenierten DNA-Fragmente aus cDNA oder ge- 
nomischer DNA (gDNA) isoliert oder sind synthetische 
Oligo- oder Polynucleotide. Dariiber hinaus bevorzugt 
stammt die insertiene cDNA oder insertiene gDNA von ei- 
nem prokaryonlischen oder eukaryontischen Organismus. 
[0127] Der eukaryontische Organismus ist dabei bevor- 
zugt ein Pilz, eine Pflanze oder ein lierischer Organismus, 
vorzugsweise ein S auger. Bevorzugt ist der Sauger eine 
Maus, eine Ratte oder ein Mensch. 

[0128] In einer anderen bevorzugten Ausfuhrungsfonii 
wird die cDNA aus einem differenzierten Gewebe oder ei- 
ner differenzierten Zellpopulation isoliert. Hierbei bevor- 
zugt ist die Isolierung der cDNA aus Leber, Gehirn-, Herz- 
oder Brustgewebe oder -zellen. Die Gewebe oder Zellen 
stamnien dabei vorzugsweise aus einem gesunden Oi^ganis- 
mus. 

[0129] In einer altemaliven bevorzugten Ausfuhrungs- 
fonii slammen die Gewebe oder Zellen aus einem kranken 
Organismus. Bevorzugt ist die Krankheit oder das Leiden 
des Organismus ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus 
Krebs, Hypertrophic und Entzundung. 
[0130] Die das Virensyslem bildende Viren konnen Wild- 
typviren und gentechnisch modifiziene Viren unifassen. In 
einer bevorzugten Ausfuhrungsfomi des Verfalirens umfaBt 
das Virensyslem einen Virus, der Eukaryonien als Wirt 
nutzt. In einer anderen bevorzugten Ausfiihrungsform um- 
faBt das Virensystem einen Virus, der Prokaryonten als Wirt 
nutzt. Das Virus kann einzelstrangige DNA (ssDNA Viren) 
aufweisen, oder bevorzugt aus der Gruppe der Viren mit 
doppelsirangiger DNA (dsDNA-Viren) ausgewahlt sein. 
Weiter bevorzugt ist dieses dsDNA- Virus ausgewahlt aus 
der Gruppe der Bakteriophagen. Daruber hinaus bevorzugt 
ist der Bakteriophage ausgewahlt aus der Gruppe der Bakte- 
riophagen mit Schwanz, noch weiter bevorzugt ausgewahlt 
aus der Gruppe bestehend aus Myoviridae, Podoviridae oder 
Siphoviridae. 

[0131] In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsfonii 
ist der Bakteriophage ein fur Escherichia coli spezifischer 
Bakteriophage. 

[0132] Der Bakteriophage kann auch ein filanientoser 
Bakteriophage sein. und ist vorzugsweise ausgewahlt aus 
M13-, fl- und fd-Phage. 

[0133] Ebenfalls bevorzugt ist ein Virensyslem, unifas- 
send einen lytischen Phagen. Bevorzugt besitzi dieser lyii- 
sche Phage ein polyedrisches, insbesondere ein icosaedri- 
sches Capsid. In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungs- 
fonii ist der lytischc Phage cin A,- Phage, ein T3-Phagc, cin 
T4-Phage oder ein T7-Phage. 

[0134] Das Verfahren konnen beispielsweise zum Epitope 
Mapping oder zur Peptid-Leilstruktur-Identifizierung einge- 
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seizi werden. Desweiteren isi das Verfahren eine ideale Me- 
thode, uni Lieanden zu identifizieren, die Aufreinigungs- 
schrille effizienter machen. 

[0135] Besonders vorteilhaft ist der Einsatz des Verfah- 
rens und Messsysienis zur Identifizierung von kleinen orga- 5 
nischen Molekiilen, die mil Targeiproieinen oder Targetpep- 
liden aus dem hunianem Proleoni inleragieren (Proieoni 
Mapping), Die hierbei generiene Inlbmiation kann vorieii- 
hafi fur die Entwicklung von "Kleinen Molekur'-Wirksiof- 
f en venvendet werden . ' ^ 

Patent anspriiche 

1 . SPR-Sensorflachenlrager mil 

reiner Vielzahl von SPR-Sensorflachen (100), welche 15 
auf eineni Substrat (4, 5) parallel in einer Ebene ange- 
ordnet sind, wobei Strahlung zur Anregung von Ober- 
flachcnplasnioncn durch das Substrat (4, 5) gcfuhn 
werden kann, um von den SPR-Sensorflachen reflek- 
tieri zu werden, und 

Trennmitteln (105) zur Trennung der einzelnen SPR- 
Sensorflachen von denjeweils benachbarten SPR-Sen- 
sorbereichen, wobei die Trennmittei fur jede SPR-Sen- 
sorflache eine jeweilige Kavital bilden, und gekenn- 
zeichnet durch 

eine Vielzahl von Messbereichen (110), wobei ein 
Messbereich jeweils ein oder mehr SPR-Sensorflachen 
umfassl, und mindestens ein Messbereich von einem 
Isolierbereich (120) umgeben ist, welcher keine Trenn- 
mittei (105) unifasst und ein Dichtungselemenl (130) 30 
aufnehnien kann, um zusanunen mit einem auf den 
Messbereich aufzusetzenden Volumenelement (11) ei- 
nen gegeniiber benachbarten Messbereichen isolierten 
Raum iiber dem mindestens einen Messbereich zu bil- 
den. 

2. SPR-Sensorflachenu-ager nach Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Isolierbereiche an der dem 
Substrat (4, 5) abgewandten Oberflache gleich beschaf- 
fen sind wie die SPR-Sensorflachen. 

3. SPR-Sensorflachenlrager nach Anspruch 1 oder 2, 40 
dadurch gekennzeichnet, dass die SPR-Sensorflachen 
und Isolierbereiche gleich beschaffen sind, 

4. SPR-Sensorflachenirager nach Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Isolierbereiche an der dem 
Substrat. (4, 5) abgewandten Oberflache anders be- 45 
schaffen sind als die SPR-Sensorflachen. 

5. SPR-Sensorfiachentrager nach Anspruch 4, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Isolierbereiche durch freilie- 
gende Substratoberflachenbereiche gebildet sind. 

6. SPR-Sensorflachenlragernach Anspruch 4, dadurch 50 
gekennzeichnet, dass die Isolierbereiche mit einer 
dichiungsfordernden Schicht bedeckt sind. 

7. SPR-Sensorflachentrager nach einem der vorange- 
henden Anspruche. dadurch gekennzeichnet, dass die 
Trennmittei (105) des mindestens einen Messbereichs, 55 
der von einem IsoUerbereich (120) umgeben wird, ge- 
genuber den SPR-Sensorflachen (100) und dem minde- 
stens einen IsoHerbereich (120) erhaben sind. 

8. SPR-Sensorflachentrager nach Anspruch 7, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Trennmittei des mindestens 
einen Messbereichs, der von einem Isolierbereich 
(120) umgeben wird, eine Fuhrung fiir ein Dichtungs- 
element (130) bilden. 

9. SPR-Sensorflachenirager nach einem der vorange- 
hcndcn Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dass der 65 
mindestens eine Messbereich, der von einem Isolierbe- 
reich (120) umgeben wird. einen runden oder ovalen 
Umfang hat. 



10. SPR-Sensorflachenu-ager nach einem der vorange- 
henden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dass jeder 
der Vielzahl von Messbereiche (110) von einem zuge- 
horigen Isolierbereich (120) umgeben wird. 

1 1 . SPR-Sensorflachentrager nach einem der vorange- 
henden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Messbereiche (110) in zwei Dimensionen adressierbar 
angeordnet sind. 

12. SPR-Sensorflachentrager nach Anspruch 11, da- 
durch gekennzeichnet, dass die Messbereiche (110) in 
einem kartesischen Raster angeordnet sind. 

13. Verlahren zur Herstellung eines SPR-Sensorfla- 
chentragers nach Anspruch 1 , gekennzeichnet durch: 
Bilden bzw. Aufbringen der Trennmittei auf dem Sub- 
strat, so dass zwischen den Trennmiueln freie Bereiche ^ 
entsiehen, welche SPR-Sensorflachen und Isolierberei- 
che definieren, und 

Autl^ringcn cincs SPR-gccignctcn Materials zumindcst ^ 
in den freien Bereichen, welche SPR-Sensorflachen de- - 
finieren. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das SPR-geeignete Material auch in den 
freien Bereichen aufgebracht wird, welche Isolierberei- 
che definieren. 

15. Verfahren nach Anspruch 13 oder 14, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass auf die Isolierbereiche eine dich- 
tungsfordemde Schicht aufgebracht wird. 

16. Verfahren nach einem der Anspruche 13 bis 15, 
dadurch gekennzeichnet, dass der Schritt der Bildung 
der Trennmittei den Schritt umfasst ein Polymer auf 
der Oberflache des Subsu-ats aufzubringen. 

17. Verfahren nach Anspruch 16, dadurch gekenn- 
zcichtjet, dass der Schritt der Bildung der Trennmittei 
die Schritte umfasst: 

Aufbringen eines fotostrukturierbaren Polymers auf 
der gesamten Oberflache des Substrais, 
Belichten der aufgebrachten Polymerschicht mit einer 
Maske, welche B^eiche definiert, die zu den Trennmit- 
teln gehoren, Bereiche, die zu den SPR-Sensorflachen 
gehoren, und Bereiche, die zu den Isolierbereichen ge- 
horen, und 

Bearbeiten der beUchteten Polymerschicht, um in den 
Bereichen, die zu den SPR-Sensorflachen und den Iso- 
lierbereichen gehoren, die Substratoberflache freizule- 
gen. 

18. Verfahren nach Anspruch 16, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass der Schritt der Bildung der TYennniittel 
die Schritte umfasst: 

Aufbringen eines Polymers auf der Oberflache des 
Subslrats in einem zwei-dimensionalen Raster, das die 
Trennmittei, die SPR-Sensorflachen und die Isolierbe- 
reiche definiert, und 
Ausharien des Polymers. 

19. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das Polymer mit einer Siebdruckiechnik 

aufgebracht wird. 

20. Verfahren nach einem der Anspruche 13 bis 15, 
dadurch gekennzeichnet, dass der SchriU der Bildung 
der Trennmittei den Schriu umfasst eine strukturier- 
bare Siliziumschicht auf das Substrat aufzubringen. 

21. Verfahren nach einem der Anspruche 13 bis 20, 
dadurch gekennzeichnet, dass der Schritt der Aufbrin- 
gung des SPR-geeigneien Materials den Schritt des 
Abscheidens eines Metalls umfassl. 

22. Verfahren nach Anspruch 21, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass vor dem Abscheiden des Metalls eine 
haftungsvennittelnde Schicht aufgebracht wird. 

23. Verfahren nach einem der Anspruche 21 oder 22, 
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dadurch gekennzeichneu dass das Meiall auf der ge- 
saniten Oberflache des suxiklurierien Substrais aufge- 
danipft wird. 

24. Messeinrichtung mil. 

einein SPR-Sensorflachentrager nach eineiti der An- 5 

spriiche 1 bis 12, 

Dichtungseleiiienten (130), welche auf Isolierbereiche 
(120) aufsetzbar sind, and 

Voluinenelenienien (11), welche auf Messbereiche 
(110) aufseizbar sind. 10 

25. Messeinrichtung nach Anspruch 24, dadurch ge- 
kennzeichnel, dass die Volumenelenienie Bestandieile 
eines Volumenelenienltragers (10) sind, welcher auf 
den SPR-Sensorflachenlrager aufsetzbar ist. 

26. Messeinrichtung nach Anspruch 25, dadurch ge- 15 
kennzeichnei, dass der Volumenelemeniirager (10) ein 
Korper isi, in welcheni Ausnehniungen als Volunien- 
clcnicntc gcbildct sind. 

27. Messeinrichtung nach Anspruch 25 oder 26, da- 
durch gekennzeichnet. dass die Dichtung seleniente Be- 20 
siandicile des Volumenelemenltragers sind. 

2S. Messeinrichtung nach Anspruch 26, dadurch ge- 
kcnn/.cichnci, dass auf einer Seite des Korpers um die 
()llnungcn der Bohrungen Nuien vorgesehen sind, in 
vvckhcn die Dichlungseleinenle plalzieri sind. 25 
2V. Messeinrichtung nach Anspruch 28, dadurch ge- 
kcnn/.cichnci, dass Dichtungselenienie O-Ringe sind. 

30. Messeinrichtung nach einem der Anspriiche 27 bis 
29, daclurch gekennzeichnel, dass die Dichtungsele- 
nienie und der Volumenelenienttrager einstiickig aus- 30 
gebildei sind. 

31. Messeinrichtung nach Anspruch 25 oder einem 
von Anspruch 25 abhangigen Anspruch, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass der SPR-Sensorflachentrager und 
der Volunieneiementlrager jeweilige Justierelemente 35 
(13) aufweisen. welche ineinander eingreifen, um 
Dichtungseleinente (130) mil zugeordneien Isolierbe- 
reichen (120) auszurichten. 

32. Messeinrichtung nach Anspruch 25 oder einem 
von Anspruch 25 abhangigen Anspruch, dadurch ge- 40 
kennzeichnet, dass der SPR-Sensoiflachentrager und 
der Volumenelementlrager jeweilige Befestigungsele- 
nienie (15) aufweisen, um den SPR-Sensorflachenira- 
ger und den Volumcnelementu-ager fest miteinander zu 
verbinden. 

33. Messeinrichtung nach Anspruch 31 und 32, da- 
durch gekennzeichnet, dass die Justierelemente (13) 
und die Befestigungselemente (15) identisch sind. 

34. Verwendung eines SPR-Sensorflachentragers nach 
einem der Anspriiche 1 bis 12 oder der Messeinrich- 50 
lung nach einem der Anspriiche 24 bis 33 in einem Ver- 
fahren zur Selektion und Identifizierung von minde- 
siens einem Verireter (Interakiionspartner) aus einer 
Vielzahl von Peptid- oder Proteinmolekulen, der spezi- 
fisch mit niindestens einem Verireter aus einer Vielzahl 55 
von ZielmolekUlen unier Ausbildung einer Bindung in- 
leragieren kann, welches Verfahren die Schritte uni- 
fasst: 

(a) Inkontaktbringen eines Virensystems aus ei- 
ner Vielzahl von Viren, von denen jedes Virus je- 60 
weils niindestens einen Venreier aus der Vielzahl 
der Pepiid- oder Proieinmolekule an seiner Ober- 
flache prasentiert, mit der Vielzahl von in einem 
zweidimensionalen Raster posiiionsadressierbar 
auf der Obciflachc cincs Fcstphascntragcrs immo- 65 
bilisierten ZielmolekUlen (Liganden): 

(b) Entfemen von nicht gebundenen Viren von 
der Oberflache; und 



A 1 

24 

(c) Identifizieren des Interaktionspartners durch 
Nachweis und Posit ionsbestimmung der Bindung 
zwischen immobilisiertem Ligand und dem vom 
Virus prasentierten Tnterakt.ionspariner mit Hilfe 
von Oberflachenplasmonenresonanz. 
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